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ABREVIATURAS

%: porcentaje

°C: grados Celsius
°Brix: grados Brix
Hg: microgramos
g: gramos

kg: kilogramos

ha: hectarea

kcal: kilocalorias
mm: milimetros
cm: centimetros
m: metros

mg: miligramos
mL: mililitros

mM: milimolar
mmol: milimol

M: molar

nm: nanémetros
msnm: metros sobre el nivel del mar
rpm: revoluciones por minutos
CCD: cromatografia en capa delgada
UV: luz ultravioleta
MS: materia seca
FB: fibra bruta

H: humedad

Ca: calcio

Mg: magnesio

P: fosforo

N: nitrégeno

Na: sodio

Fe: hierro

Cu: cobre

Mn: manganeso
Zn: zinc



RESUMEN

Con el propésito de evaluar la composicion fisico-quimica de frutos y la actividad
antioxidante de los extractos de Morus alba L., se determinaron propiedades fisicas
y quimicas de siete variedades de esta especie. Se identificaron cualitativamente
los principales grupos fitoquimicos por cromatografia en capa delgada, se
determind el contenido de antocianinas y de vitamina C, asi como la actividad
antioxidante de los extractos etandlicos de estas variedades mediante el ensayo de
captura del radical fosfomolibdato y la determinacién del contenido de fenoles
totales. Para el procesamiento de los datos se utiliz6 un disefio completamente
aleatorizado y se realizé un andlisis de varianza. Dentro de las propiedades fisicas,
el peso de los frutos vario entre 1,31-3,65 g; el largo entre 1,61-3,01 cm y el ancho
entre 0,83-1,59 cm. El nimero de semillas por fruto oscilé entre 19,7 y 42,8. Los
valores de pH se comportaron entre 4,46-5,02, los soélidos solubles totales entre
15,0-16,5 °Brix y el indice de madurez estuvo entre 42,11-69,30. El 4cido mélico
fue el &cido organico predominante. En las diferentes variedades, el porcentaje de
materia seca, humedad, fibra bruta y ceniza varié entre 13,54-17,49; 82,50-86,46;
8,05-12,66 y 3,62-7,06 %, respectivamente. Mientras que, el contenido de Ca, Mg
y P se hall6 en el rango de 322,50-356,00; 176,50-201,00 y 40,50-52,50 mg/100g,
respectivamente. Los resultados cualitativos demostraron la presencia de fenoles,
flavonoides, taninos, esteroides, esteroles, terpenos y saponinas. El contenido de
antocianinas expresadas como equivalente de cianidina-3-glucésido oscilé en el
rango de 40,745-96,074 mg/100g y la vitamina C entre 16,73-28,40 mg de &cido
ascoérbico/100mL jugo. Todos los extractos mostraron actividad antioxidante. La
capacidad antioxidante total oscil6 entre 175,959-229,482 mmol de acido
ascorbico/g de extracto y el contenido de fenoles totales entre 291,52 y 897,17 mg
de acido galico/100g de extracto. A partir de estos resultados, se concluye que los
frutos de morera presentan un alto valor nutricional y una amplia diversidad de
metabolitos, que le confieren propiedades antioxidantes, por lo que constituyen un
producto natural beneficioso para la salud animal y humana, que puede ser
incorporado en cualquier tipo de dieta.

Palabras claves: Morus alba, antioxidante, extractos etandlicos, antocianinas
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INTRODUCCION

Actualmente la obtencién de productos naturales constituye una fuente alternativa
de sustancias bioactivas para la industria alimentaria y farmacologica, debido a su
eficiencia y bajo costo. La planta de morera (Morus alba L.) es usada en la medicina
tradicional China desde tiempos inmemoriales dada su composicion quimica y
propiedades medicinales. Esta especie pertenece al género Morus, familia
Moraceae, es un arbol caducifolio de crecimiento rapido. Es originaria de Asia, pero
se adapta a diferentes condiciones climaticas (Jiang y Nie, 2015). En la mayoria de
los paises asiaticos, se emplea en la sericultura para alimentar a los gusanos de
seda (Zhao et al., 2018). Los frutos de esta planta son consumidos como alimentos
en diferentes formas y tienen una amplia aplicacion en la industria cosmética.
Segun lo reportado en la literatura, los frutos de M. alba L. presentan metabolitos
secundarios y contienen nutrientes esenciales (fibras, vitaminas y minerales) que
aumentan su valor nutricional y estimulan su uso en dietas balanceadas (Gundesli
et al., 2019). Dentro de los metabolitos secundarios, los compuestos fendlicos,
constituyen el grupo mas ampliamente utilizado en la medicina natural (Sanchez-
Salcedo et al., 2015) y se destacan las antocianinas, responsables de su color
(Rodrigues et al., 2019). Se ha demostrado que el elevado contenido y diversidad
de compuestos fendlicos estd altamente correlacionado con la capacidad
antioxidante (Khalifa et al., 2018; Kobus-Cisowska et al., 2020). La presencia de
estos compuestos atribuye a los frutos propiedades como: antidiabéticas
(Nanasombat et al., 2019); efecto hipolipidémico (Sirikanchanarod et al., 2016);
para prevenir la obesidad (Peng et al., 2011); efecto antitumoral (Huang et al.,

2011); de proteccion contra el dafio cerebral (Kang et al., 2006) y efectos



hepaprotectores (Li et al., 2016) entre otras de gran importancia en la salud y
nutricion animal y humana.

En Cuba, segun Pefa-Borrego et al. (2019), diversas son las investigaciones sobre
el empleo de M. alba L. en la ganaderia, donde son promisorios los resultados
agronomicos de esta especie (Martin et al., 2000; Noda et al., 2007; Pentdn-
Fernandez et al., 2016). También se ha demostrado sus beneficios en la produccion
de leche, el control parasitario, la reducciéon de la produccion de metano y otros
aspectos relacionados con la nutricion de los rumiantes. En la agricultura, los
estudios realizados en la ganaderia ovina, la porcicultura, cunicultura, avicultura,
entre otros, demuestran el alto valor nutricional de M. alba L., como una opcion en
la alimentacién de estas especies. Ademas, se han reportado evaluaciones de
metabolitos secundarios en diferentes 6érganos de esta planta (hojas, tallos y raices)
(Diaz-Solares et al., 2015; Sande et al., 2016). Sin embargo, los estudios se han
dirigido a los 6rganos de mayor biomasa y productividad, no asi hacia los frutos.
Actualmente la Estacion Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey (EEPFIH)
en Cuba, cuenta con un banco de germoplasma con dos especies de moreras,
Morus nigra L.y M. alba L., de la ultima existen 16 variedades (Indonesia, Tigreada,
Acorazonada, Criolla, Cubana, 1Z-40, 1Z-64, 1Z-15/7, 1Z-13/6, 1Z-56/4, Murcia,
Universidad, Universidad Mejorada, Nueva, Yu-12 y Yu-62) obtenidas de paises
como Costa Rica, Etiopia, Corea del Sur, Japdn, China, Brasil y Espafia (Martin et
al., 2014). En el afo 2013 se realizaron las primeras evaluaciones sobre la
fructificacion con el objetivo de obtener semillas. A partir del 2014 hasta la
actualidad han fructificado entre seis y diez variedades en los meses de enero a

abril de cada afio, sin embargo, en la literatura consultada aun no existen reportes



para Cuba relacionados con la caracterizacién fisico-quimica, la composicion

fitoquimica y el potencial antioxidante de los frutos.

PROBLEMA CIENTIFICO:

En Cuba, se han realizado numerosos estudios sobre la utilizacion de diferentes
partes de la planta en la especie M. alba L. Sin embargo, el fruto no ha sido incluido
en las investigaciones a pesar de contar con alta presencia de metabolitos
secundarios de importantes beneficios para la salud y la alimentacién animal y
humana.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

Si los frutos de M. alba L., presentan caracteristicas fisicas, quimicas y actividades
bioldgicas beneficiosas, entonces constituyen una alternativa natural de alto valor
para la salud y la alimentacion animal y humana, lo que permitiria un
aprovechamiento integral de esta planta.

OBJETIVO GENERAL:

Determinar las propiedades fisico-quimicas, la composicion fitoquimica, asi como
la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de siete variedades de frutos
de M. alba L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Determinar propiedades fisicas y quimicas de los frutos de siete variedades
de M. alba L.
2. Caracterizar fitoquimicamente y cuantificar el contenido de antocianinas y

vitamina C en siete variedades de frutos de M. alba L.

3. Evaluar la actividad antioxidante de extractos etandlicos de siete variedades

de frutos de M. alba L.



CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Caracteristicas generales de la especie M. alba (Linn)

1.1.1 Ubicacién taxondmica de M. alba L.

M. alba L., es una especie perteneciente a la familia Moraceae, orden Urticales,
subclase Dicotileddnea, clase Angiosperma y division Spermatophyta (Cifuentes y
Kee Wook, 1998). Las plantas pertenecientes a esta familia pueden ser clasificadas
en cuatro subfamilias, 55 géneros y alrededor de 950 especies. Dentro del género
Morus existen 24 especies y al menos 100 variedades de subespecies conocidas
(Ercisli y Orhan, 2007). Se destacan las variedades: mora blanca (M. alba L.), la
mora negra (Morus nigra L.) y la mora roja (Morus rubra L.) como las mas
importantes (Gundogdu et al.,, 2011). Sin embargo, ha sido engorroso lograr
homogeneidad en la clasificacion a nivel mundial de M. alba L., debido a que las
especies y variedades de morera son llamadas con diferentes nombres locales, lo

que no ayuda al ordenamiento taxonémico (Cappellozza, 2002).

1.1.2 Origen, adaptacioén y distribucién

La morera es una especie originaria de Asia Central, que ha sido ampliamente
introducida en todos los continentes como consecuencia de la industria de la seda.
Se extiende por Asia, Europa, el norte y el este de Africa; y en América, se destaca
su presencia en Estados Unidos, México, América Central, Colombia y Brasil. Las
mayores extensiones cultivadas se encuentran en China, India y Brasil. El amplio
rango de distribucion permite que la planta presente una gran capacidad de
adaptacion a diversas condiciones climaticas, con un rango 6ptimo de temperatura
entre 24 y 28°C y niveles de precipitaciones entre 600 y 2500 mm. Requiere de una

humedad relativa de 65 a 80 % y un brillo solar alrededor de 9-13 horas/dia y se



cultiva desde el nivel del mar hasta 4 000 m de altura, aunque crece mejor entre los
800y 1500 msnm. Se adapta a diversos tipos de suelos, principalmente en aquellos
que presentan mayor fertilidad, buen contenido de materia organica y crece muy
bien, tanto en suelos porosos y profundos como en los de topografia plana, con
pendientes inferiores al 40 %. Prefiere un pH entre 6,5y 6,8, aunque es tolerante a
la acidez y la salinidad. Sin embargo, la morera se puede encontrar en suelos muy
pobres, calcareos o silicios y salinos. Se puede adaptar a condiciones de secano,
a ambientes desérticos y al efecto costero. La especie M. alba L. tiende a adaptarse
por si sola a las condiciones ambientales que se le impongan y su alta plasticidad

la hace universal (Milera-Rodriguez, 2008)

1.1.3 Caracteristicas botanicas de la especie

Es una planta lefiosa perenne, de porte bajo a medio, semi caducifolia en las
condiciones de Cuba, de rapido crecimiento, monoica o dioica y con un sistema
radicular profundo (Cifuentes y Sohn, 1998).

El arbol de morera puede alcanzar de 10 a 15 m de altura. Su tallo principal es de
corteza gris clara y llega a medir 60 cm de diametro. La copa del arbol es
redondeada, amplia, con ramas principales largas y ramificadas (Ruiz de la Torre,
2006). Segun Cifuentes y Sohn (1998), el sistema radical consiste de una raiz
principal, raices laterales y raices fibrosas o absorbentes. El 66 % del sistema
radical se ubica en los primeros 40 cm del suelo, el tronco, los tallos y las ramas de
la morera tienen como principal funcion transportar el agua y los minerales hacia
arriba y enviar hacia abajo los productos de la fotosintesis y otros materiales
organicos. Las hojas son glabras o glabrescentes, generalmente alternas,
pecioladas, simples, integras, brillantes y estipuladas, con hasta cinco I6bulos. La

mayoria de las flores de la morera son pequefas, sésiles y forman un racimo



alrededor de un eje, el fruto es pequefio y verde al principio, pero gradualmente se
torna negro violeta, lo que significa que ya estan maduras las semillas. Las semillas
de la morera son de color café con tonalidad amarilla y de forma carnosa u ovalada.

Estan compuestas por una cubierta, el embrion y el endospermo.

1.1.4 Variedades de M. alba L. en Cuba

La morera se introduce en Cuba en el periodo 1824-1948, para su utilizacion en la
sericultura y desarrollo de los primeros ensayos en la isla. Los paises donantes
fueron Estados Unidos y México.

Actualmente la Estacién Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey en Cuba,
cuenta con un banco de germoplasma con 17 variedades, de ellas 16 de M. alba L.
La Indonesia, Tigreada, Acorazonada, Criolla se introdujeron en 1994 procedentes
de Costa Rica, la Cubana fue introducida de Etiopia y naturalizada en Cuba en el
periodo 1980-1990. En el afio 2000 se introdujeron de Brasil dos selecciones (1Z-
40 e 1Z-64) y tres hibridos (1Z2-15/7, 1Z-13/6 e 1Z-56/4). En el 2011, se introdujeron
de China otras variedades de la especie M. alba L. (Universidad, Universidad
Mejorada, Nueva, Yu-12 y Yu-62) y en el afio 2012, se introdujo de Espafa la
Murcia, variedades que habian sido estudiadas y recomendadas para la crianza del
gusano de seda. Posteriormente, en el afio 2016 se introduce una nueva especie,
la M. nigra L., colectada en la provincia de Camaguey. De estas variedades, se ha
comprobado que 10 de ellas, ademas de multiplicarse por propagulos, se

reproducen por semillas.

1.2 Frutos de M. alba L.
Segun Ruiz de la Torre (2006), los frutos de M. alba L. son de color blanco rosado

y a veces carmin o negro, drupaceo, rodeado del perigonio que se hace carnoso



(figura 1). Las drupas que proceden de un mismo amento se aprietan, comprimen
y forman la sorosis o mora. La mora es ovoidea, oblonga o subglobulosa,
comestible y de sabor dulzén. Tiene un tamafio medio de 1,5 a 2,5 cm de longitud
y 1 cm de anchura y de media puede tener entre 10 y 32 drupas, aunque puede ser
superior en funcion de la especie (Barbour et al., 2008). La dispersion de la semilla
es por la avifauna y por los vertebrados frugivoros terrestres. Las semillas tienen

un tamafio medio de 2,4 mm de longitud y 1,6 mm de anchura.
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Figura 1. Fruto de M. alba L.

1.2.1 Periodo de fructificacion

La etapa de fructificacién de M. alba L. varia segun la region y variedad. En Espafia
en la regiéon de Murcia, la fructificacion ocurre entre junio y agosto (Ruiz de la Torre,
2006), mientras que, en Puerto Real, Cadiz, en los meses de abril y mayo (Borrego-
Corchado, 2018). En China en el mes de mayo (Bao et al., 2016), en Himalaya de
Pakistan, de mayo a junio (Abbasi et al., 2014), en Estados Unidos de junio a agosto
(Barbour et al., 2008), en la India de mayo a julio (Bhatt et al.,, 2016) y en dos
provincias de Turquia (Antalya y Mersin), en el mes de mayo (Uslu et al., 2017). En
Cuba, la fructificacién se concentra principalmente en los meses de enero a marzo,
aunque en algunos sitios puede haber fructificaciones hasta el mes de junio. La

recoleccion de los frutos se ejecuta de forma manual y la extraccion y limpieza de



la semilla se realiza mediante despulpado, separacion por flotacion, secado y

cribado.

1.3 Caracterizacion fisica-quimica de frutos de M. alba L.

La caracterizacion fisico-quimica permite analizar el valor nutricional y la calidad de
frutas y hortalizas. Dentro de los parametros de calidad se encuentran el tamafio
(peso), forma (largo y ancho), pH, acidez total titulable (ATT), solidos solubles
totales (SST), indice de madurez (IM) y la composicion proximal: materia seca (MS),
humedad (H), cenizas, calcio (Ca), magnesio (Mg), fosforo (P) y fibra bruta (FB),
entre otros. Cada uno de estos parametros desempefia un papel importante en los
alimentos y la nutricion animal. La composicion quimica de los frutos varia de
acuerdo con las condiciones del cultivo y de la especie (Zhang et al., 2018).

Las especies M. alba L., M. nigra L. y M. rubra L. presentan frutos con un peso
promedio entre 2,0y 4,0 g. Entre las tres especies, M. alba L. presenta los valores
mas altos de pH (5,60) y sélidos solubles totales (20,4%), lo que proporciona un
sabor mas dulce (Ercisli y Orhan, 2007).

M. alba L. presenta acidos organicos como malico, citrico, tartarico, oxalico y
fumarico. Se destacan el acido citrico y el malico como los principales componentes
(Zhang et al., 2018).

El contenido de lipidos en frutos es bajo en todas las especies. M. alba L. tiene los
valores de lipidos mas altos 1,1% (Ercisli y Orhan, 2007; Jiang y Nie, 2015). Sin
embargo, el porcentaje de lipidos en las hojas de M. alba L. es superior 6,57%,
seguido de M. nigra L. con 5,13% y en M. rubra L. de 4,24% (Igbal et al., 2012).
Con respecto al perfil de acidos grasos, el orden de abundancia de estos en la fruta
de morera es: acidos grasos poliinsaturados, acidos grasos monoinsaturados y

acidos grasos saturados. Dentro de los acidos grasos poliinsaturados, el acido



linoleico, C18: 2, es el &cido graso dominante (43,4—-61,9%) en todas las especies
de morera, seguido de acido palmitico C16: 0 (12,1-24,8%) y en menor contenido
el acido oleico C18: 1 (10,5-14,6%), que solo se encuentra en M. nigra L. y M. alba
L. (Ercisliy Orhan, 2007).

La presencia de estos acidos grasos insaturados en las frutas posibilita su uso
como alimentos esenciales, pues juegan un papel vital en la sintesis de la
membrana celular, el funcionamiento normal del cerebro, secrecion y produccién
de hormonas, regulacién de la inmunidad, funciones y respuestas inflamatorias y
modulacién de presién sanguinea y debe obtenerse a partir de fuentes exdgenas
porque el organismo no pueden sintetizarla. El perfil de acidos grasos puede verse
afectado por variables que incluyen condiciones ambientales y factores genéticos
(Liang et al., 2012).

El contenido total de carbohidratos en frutos de M. alba L. oscila en el rango de
13,83-17,96 g/100 g de peso fresco y el poder calorifico, calculado sobre una base
de peso seco, oscila entre 64,11 y 84,22 kcal/100 g, resultados que hacen que los
frutos constituyan una fuente potencial de carbohidratos y por lo tanto de energia
(Imran et al., 2010).

Las cantidades de azucares en los frutos de los diferentes cultivares y genotipos de
morera varian segun los factores genéticos, las practicas de cultivo y las
condiciones ambientales. La glucosa y fructosa se consideran los azUcares
principales en frutos de M. alba L. (Gundogdu et al., 2018). Estudios realizados en
Espafa por Sanchez-Salcedo et al. (2014) determinaron que en frutos de M. alba
L., el contenido de glucosa oscilé entre 4,22 y 5,37 g/100g y el de fructosa entre
6,53 y 8,55 ¢g/100g en las frutas completamente maduras. En las condiciones

climaticas de Pakistan, Mahmood et al. (2012) obtuvieron un contenido de glucosa



en frutos de morera de 3,21 g/100g y para la fructosa de 4,97 g/100g. Por otra parte,
Eyduran et al. (2015) determinaron que el contenido de glucosa de todos los
genotipos de M. alba L. y M. nigra L. fue mayor que el contenido de fructosa, con
las concentraciones mas altas de glucosa 9,44 g/100g y fructosa 7,70 g/100g, en
M. alba L. Gecer et al. (2016) evaluaron frutos de M. alba L. y M. nigra L. y
encontraron niveles mas altos de fructosa (8,16 y 7,69) g/100g y glucosa (9,55 y
8,31) g/100gq, respectivamente. Gundogdu et al. (2017) determinaron que la glucosa
fue el azicar mas abundante en los frutos de los diferentes cultivares y genotipos

de morera (Morus spp.) en Malatya, Turquia, seguido de la fructosa y la sacarosa.

1.3.1 Importancia de la madurez del fruto

Durante la maduracién ocurren procesos de desarrollo y cambios en la fruta que
provocan una serie de evoluciones en sus caracteristicas fisico-quimicas, color,
sabor y textura. Estos cambios en la composicion de la fruta permiten definir
distintos estados o etapas de madurez. Las frutas no maduras suelen ser de textura
dura y sabor 4cido, mientras que, después de la maduracién, se vuelven blandas,
dulces y altamente aromatizadas, por lo que son mas aceptables para los
consumidores, pero tienen como inconveniente que son MAs propensas a presentar
hematomas durante el almacenamiento y la distribucion debido a sus
caracteristicas perecederas (Lee y Hwang, 2017).

La mayoria de las investigaciones sobre las propiedades fisico-quimicas de las
frutas de morera han sido principalmente estudios en frutos maduros y en menor
cuantia se han realizado algunos estudios con respecto a los frutos de morera
inmaduros o los cambios fisicoquimicos de frutos en diferentes etapas de madurez
(Mahmood et al., 2017). La informacion disponible sobre los cambios durante las

etapas de madurez se refiere a azUcares y acidos organicos, componentes basicos
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del equilibrio de sabor entre dulce y agrio. Con el incremento del indice de madurez
ocurre una disminucion en el contenido de acidos organicos y un aumento del
contenido de azucar en la fruta de morera, lo cual aumenta la calidad organoléptica

del fruto (Lee y Hwang, 2017).

1.4 Composicion proximal de frutos de M. alba L.

Los frutos de morera son considerados fuentes de nutrientes esenciales como
fibras, vitaminas y minerales y presentan un alto contenido de agua
(aproximadamente 80%), lo que hace aumentar su valor nutricional y estimular su
uso en dietas balanceadas (Imran et al., 2010). En relacion al contenido de proteina,
los frutos de la especie M. alba L. tienen los valores mas altos entre 10,15 y
13,33%, con respecto a las otras especies, lo que representa una buena fuente de
proteina vegetal capaz de contribuir con la dosis diaria recomendada (Sanchez-
Salcedo et al., 2015). Los frutos también presentan cantidades considerables de
minerales como N, P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Cu, Mn y Zn (Ercisli y Orhan, 2007; Jiang
y Nie, 2015; Sanchez-Salcedo et al., 2015), con mayor abundancia potasio, seguido
de calcio y fésforo.

Con el aumento de la maduracion de los frutos, el contenido de ceniza y fibra bruta
disminuyen significativamente, varian de 8,3a 4,3y de 41,0a 12,7 g /100 g de peso
seco, respectivamente (Lee y Hwang, 2017). La fibra bruta es un componente
importante de la pared celular de las plantas y constituye un elemento estructural.
Esta fraccion esta integrada por celulosa, hemicelulosa, lignina y una serie de
componentes menores ligados a ella, también digestibles (silice, cutina y nitrogeno

ligado entre otras).
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1.5 Compuestos de interés biologico en frutos de M. alba L.
Dentro de los compuestos de interés bioldgico en los frutos de M. alba L. se

encuentran las sustancias antioxidantes y los compuestos fendlicos.

1.5.1 Sustancias antioxidantes

Durante el metabolismo celular, constantemente ocurren procesos de oxidacion-
reduccion, es decir, una especie se oxida con la correspondiente pérdida de
electrones, al mismo tiempo que otra especie se reduce, con la aceptacion de
electrones. Como consecuencia de este proceso se generan lo que se conoce
como radicales libres, especies quimicas que se caracterizan por poseer uno o mas
electrones desapareados, es decir, moléculas muy inestables y con una gran
tendencia a reaccionar y ceder electrones. La formacion de radicales libres es un
proceso natural que representa un problema para la salud cuando el organismo no
es capaz de neutralizarlos. Los radicales libres mas comunes son los relacionados
con el oxigeno, como el anion superoxido (O2Y) o el radical hidroxilo (OH), conocidos
como especies reactivas del oxigeno (ROS) y los relacionados con el nitrdgeno,
como el 6xido de nitrogeno (NO), conocidos como especies reactivas del nitrogeno
(Phaniendra et al., 2015). El desequilibrio entre la formacion de radicales libres y la
capacidad del organismo para neutralizarlos se conoce como estrés oxidativo, el
cual se relaciona con importantes patologias como el cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, Alzheimer o Parkinson. Para evitar esto, se hace
necesaria la intervencién de las sustancias antioxidantes, pues son las que
permiten la eliminacion de esas especies reactivas que inducen a la aparicién del
estrés oxidativo. La naturaleza de estos compuestos es muy diversa, se clasifican

en antioxidantes de origen enddgeno o exégeno, en funcién de la capacidad de ser

12



producidos o no tanto por el ser humano como por el animal y en funcién de su
valor nutritivo para el organismo (Ilghodaro y Akinloye, 2018).

Los antioxidantes endd6genos no enzimaticos actian en la segunda linea de
defensa por su funcién captadora de radicales libres como las vitaminas E y C, [3-
carotenos, acido Urico, acido lipoico y la bilirrubina entre otros. Por otro lado, existe
una gran cantidad de compuestos con funcién antioxidante que son producidos por
especies vegetales e incorporados al organismo a través de la dieta y son
denominados antioxidantes exégenos. Sin embargo, muchos de estos compuestos
de la dieta, aunque tienen actividad antioxidante no son considerados nutrientes.
Entre ellos se encuentran los compuestos fendlicos, los cuales son resultado del
metabolismo secundario de las plantas. También pueden encontrarse una gran
diversidad de antioxidantes sintéticos de gran importancia para la industria
alimentaria, ya que son empleados para la conservacion de alimentos

fundamentalmente (Carocho et al., 2018).

1.5.1.1 Vitamina C

Las vitaminas son compuestos organicos que no pueden ser sintetizados por el
organismo y son necesarios para el metabolismo. La vitamina C (acido L-ascérbico)
es un compuesto hidrosoluble, presente en muchas frutas y vegetales con una
apreciable actividad antioxidante de forma directa a través de la captacion de las
especies reactivas del oxigeno (Mittler, 2017). Se requiere un continuo consumo
del &cido ascoérbico, dado que tanto el &cido ascorbico como el acido
deshidroascorbico se mantienen en continua degradacion. Por otra parte, grandes
dosis de acido ascorbico pueden generar efectos pro-oxidantes en presencia de
oxigeno o a traves de reacciones con metales, debido a la formacion de peroxido

de hidrégeno (Fenech et al., 2018).
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La estabilidad de la vitamina C o acido ascorbico es afectada por la luz, el oxigeno,
la actividad de agua, la temperatura, el pH, el azlcar, las enzimas, los catalizadores
metalicos, la concentracion inicial del acido y la relacién acido ascoérbico — acido
deshidroascorbico. Estos aspectos la convierten en una vitamina inestable y labil,
por lo que algunos investigadores han propuesto usar su contenido residual en los
alimentos como un indice de retencidon de nutrientes (Fenech et al., 2018).

En M. alba L., se han reportado altas cantidades de acido ascorbico, en la fruta
fresca y otras vitaminas, como tiamina, riboflavina, niacina, acido folico, vitamina A,

vitamina B-6, vitamina E y vitamina K (Zhang et al., 2018).

1.5.1.2 Fitoquimicos

Los fitoquimicos son un grupo variado de metabolitos secundarios de origen
vegetal, los cuales se encuentran con facilidad en frutas, semillas y vegetales en
general. Segun sus estructuras quimicas los metabolitos secundarios pueden ser
divididos en tres grupos: terpenos (saponinas, fitoesteroides y glucésidos
cardiotonicos), compuestos fendlicos (fenoles simples, cumarinas, acidos fendlicos,
quinonas, flavonoides y taninos) y compuestos que contienen nitrégeno (alcaloides
y fitoestrégenos) (Buchanan et al., 2015). Normalmente su funcion es proteger a la
planta frente a situaciones de estrés, tanto bidtico como abidtico. Esta actividad
protectora ha inducido al estudio de los beneficios de su consumo para la salud
(Wang et al., 2016).

Diversos estudios han revelado la presencia de alcaloides en frutos de M. alba L.
Kusano et al., 2002 aislaron cinco nuevos alcaloides del nortropano (2a,3B-
dihidroxinortropano, 2a,3B-dihidroxinortropano, 2a,3B-6exo-trihidroxinortropano,
2a,3B4a trihidroxinortropano, 33-6exo-dihidroxinortropano), junto con nor-W-tropina

en frutos de morera madurados en Turquia. Por otra parte, Kim et al. (2013)
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identificaron cinco alcaloides de pirrol en frutos de morera basados en datos
espectroscopicos y aislaron 11 alcaloides de pirrol en frutos de esta especie en
Corea. En este estudio los autores sugirieron que los alcaloides de npirrol
constituyen componentes activos de frutos de M. alba L. para la actividad
estimuladora en los macréfagos. Por otro lado, Lee et al. (2016), identificaron 48
compuestos, incluidos los terpenos, en el estudio sobre los perfiles metabdlicos de
frutos de M. alba L. de la Republica de Corea, en diversas etapas de maduracion,
mediante cromatografia gaseosa y cromatografia liquida de alta resolucién. La
informacion obtenida en este estudio proporcion6 una base para futuras
investigaciones hacia el control de calidad o la ingenieria metabdlica, para el

desarrollo de frutos de morera que posean caracteristicas comerciales.

1.5.2 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos que contienen un anillo
aromatico y al menos un grupo fenol en su estructura molecular. En el caso de
poseer mas de uno, se conocen como polifenoles. Estos compuestos antioxidantes
donan un electron al radical libre y lo convierten en una molécula inocua, capaz de
evitar el estrés oxidativo, responsable de enfermedades como el céncer, la
esclerosis multiple o la enfermedad de Parkinson. Se trata de metabolitos
secundarios de las plantas, biosintetizados durante el desarrollo natural de la
misma, aunque también pueden ser sintetizados en respuesta a diferentes
situaciones de estrés, como la radiacion ultravioleta. Es decir, forman parte de
aguellos compuestos sintetizados por las plantas que, aunque no estan implicados
en funciones vitales, si juegan un papel fundamental en funciones de tipo defensivo,

en la interaccion entre plantas y animales (Jin et al., 2017).
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Los polifenoles representan una gran familia y se clasifican por sus caracteristicas
estructurales como flavonoides (antocianinas, flavonoides o catequinas, flavonoles,
flavonas, flavanonas, isoflavonoides), acidos fendlicos, estilbenos, taninos y
lignanos. La concentracidn en polifenoles de cualquier alimento es muy variable, ya
gue depende de muchos factores, tales como la variedad o el grado de maduracion
del vegetal. Los informados en los frutos de morera y sus funcionalidades
correspondientes varian considerablemente segun los cultivares, el clima, las
practicas agricolas y las condiciones de procesamiento (Yuan et al., 2017).

Los principales compuestos fendlicos encontrados en especies de morera son:
acido p-cumarico, acido clorogénico y acido p-hidroxibenzoico (Ercisli y Orhan,
2007 y Espada-Bellido et al., 2017) y los flavonoides (Sanchez-Salcedo et al.,
2015). Dentro de los flavonoides, las antocianinas constituyen un componente

importante en los frutos de morera (Rodrigues et al., 2019).

1.5.2.1 Antocianinas

Son un grupo de compuestos fendlicos naturales, responsables del atributo del
color en frutas y vegetales y se encuentran acumulados en las vacuolas de la célula.
Desde el punto de vista quimico, estdn formadas por una molécula de
antocianidina, que es la aglicona de la antocianina, unida a algun azucar (como
puede ser la glucosa o la galactosa) mediante un enlace glucosidico (Smeriglio y
Trombetta, 2016).

Las antocianinas poseen diferentes funciones en la planta. Participan en la
atraccion de polinizadores para la posterior dispersion de semillas y la proteccion
de la planta contra los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacion

viral y microbiana (Hussain et al., 2017; Yan et al., 2020).
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El interés por los pigmentos antocianicos se ha intensificado recientemente, debido
no solamente al color que confieren a los productos que las contienen, sino a sus
propiedades farmacologicas y terapéuticas tales como, efectos antitumorales,
antiinflamatorios y antidiabéticos, la inhibicion de la oxidacién de lipoproteinas o la
mejora de la agudeza visual y del comportamiento cognitivo (Matsukawa et al.,
2015; You et al., 2015; Nusrat et al., 2018). No obstante, factores como su baja
estabilidad y la falta de disponibilidad de material vegetal limitan su aplicacion
comercial (You et al., 2015).

La fruta de M. alba L. es rica en antocianinas, uno de los compuestos antioxidantes
mas importantes en el reino vegetal y que se puede considerar como una fuente
potencial para la produccién de colorante rojo natural (Yan et al., 2020). La
cianidina-3-glucésido y la cianidina-3-rutindsido fueron las antocianinas principales
encontradas por Nati¢ et al. (2015) en frutos de M. alba L. del Norte de Serbia, las
qgue representaron mas del 90% de su contenido total. Otros estudios realizados
por Chen et al. (2016a) informaron que las principales antocianinas identificadas en
los frutos de M. alba L. fueron cianidina-3-O-glucésido, cianidina-3-O-rutindsido,

pelargonidina-3-O-glucésido y pelargonidina-3-O-rutindsido.

1.6 Uso de los frutos de M. alba L.

En varios paises como China, India, Turquia y Grecia, entre otros, M. alba L. y otras
moreras se cultivan para la produccion de frutas que tienen cierta aplicacion en
algunos alimentos tradicionales. Las frutas de morera no solo se consumen en
formas frescas y congeladas sino también como productos procesados: jugos,
mermeladas, gelatinas, jarabes, bebidas, colorantes naturales, aditivo para
embutidos o frutas secas (Ercisli y Orhan, 2007; Gundogdu et al., 2011; Tongmai

et al., 2019; Xiang et al., 2019). Ademas, los frutos de morera inmaduros y maduros

17



se usan como medicamentos tradicionales para tonicos e inmunoestimulantes. Se
usan ademas para tratar la debilidad, los mareos, el tinnitus, la fatiga, la anemia, la
incontinencia, el envejecimiento prematuro del cabello y estrefiimiento en pacientes
ancianos (Pham et al., 2017).

Varios estudios han demostrado que ademas de estos usos, los frutos de morera
presentan otras propiedades como: antidiabéticas (Xu et al., 2015; Yan et al., 2016;
Jiao et al., 2017); efecto hipolipidémico (Yang et al., 2010; Sirikanchanarod et al.,
2016); para prevenir la obesidad (Peng et al., 2011); efecto antitumoral (Huang et
al., 2011); de proteccion contra el dafio cerebral (Kang et al., 2006) y efectos
hepaprotectores (Li et al., 2016) entre otras. Estas propiedades, tienen gran

importancia en la salud humana y animal.

1.7 Importancia y papel de las actividades biol6gicas en la salud

Los beneficios en la salud por el consumo de frutas son debidos principalmente a
los compuestos bioactivos presentes en ellas (Rodrigues et al., 2019; Gundesli et
al., 2019). Los compuestos bioactivos son aquellos que ejercen una funcion
beneficiosa para el organismo y los mas importantes en las frutas son los que

poseen una funcion antioxidante.

1.7.1 Efecto sobre la diabetes mellitus

La diabetes mellitus en general es un sindrome caracterizado por un alto nivel de
azucar en la sangre y un metabolismo alterado de la insulina. Las complicaciones
secundarias a través de la diabetes mellitus incluyen: formacién de radicales libres
y productos finales glucosilados no enzimaticos, situacién responsable del estrés
oxidativo y complicaciones vasculares (Kadam et al., 2019). El efecto de la actividad

antidiabética de la morera, M. alba L. se debe a la presencia del compuesto: 1-
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desoxinojirimicina (DNJ). Se ha demostrado que, la 1-desoxinojirimicina (DNJ)
inhibe las a-glucosidasas intestinales, lo que da como resultado una reduccion de
la glucosa en sangre Rodriguez-Sanchez et al. (2011).

Sarikaphuti et al. (2013) evaluaron que las antocianinas de los frutos de M. alba L.
en diferentes concentraciones tuvieron efectos positivos en el estudio realizado con
ratas Zucker. Encontraron que concentraciones entre 125-250 mg/kg, no sélo
evitaron la progresiva disminucion de la secrecion de insulina a través de la
proteccion de las células 3, sino que también redujeron los niveles de glucosa en
sangre en estos animales.

Otro mecanismo de los efectos hipoglucemiantes de polifenoles de morera,
relacionados con su accion anti-a-glucosidasa, fueron informados por Chen et al.
(2016a). Por otra parte, Jiao et al. (2017), observaron los efectos de los extractos
etandlicos de polisacéaridos extraidos de frutos de M. alba L. en ratas diabéticas
durante siete semanas. Los animales tratados con los extractos mostraron una
reduccion de 31,9 y 47,5% de los niveles de glucosa en sangre en ayunas, en
comparacion con el grupo de diabetes control. Los extractos actuaron en el
metabolismo de los lipidos de los animales, lo que provocd una reduccién del
colesterol total y los triglicéridos, un aumento en el colesterol HDL (lipoproteina de
alta densidad), y la mejora de la funcion hepética mediante la reduccion de alanina
transaminasa sérica. Choi et al. (2016) también observaron una disminucion del
nivel de glucosa en sangre en ayunas y un aumento de la sensibilidad a la insulina
en ratas diabéticas que recibieron extracto metandlico de frutos de M. alba L. por
mas de seis semanas. Estos resultados se atribuyen a la presencia de compuestos

fitoquimicos, principalmente antocianinas, que tienen el potencial de disminuir la

19



glucemia en sangre e inhibir el desarrollo de las complicaciones que se asocian con

la diabetes.

1.7.2 Prevencion de enfermedades cardiovasculares

Los frutos de M. alba L. han sido ampliamente utilizados para prevenir y tratar los
sintomas asociados con la enfermedad cardiovascular durante mas de un milenio
en los paises orientales. La administracion del liofilizado de frutos de M. alba L. a
las ratas provocé una disminucion significativa en los triglicéridos séricos y
hepaticos, colesterol total, lipoproteinas de baja densidad (LDL) en suero y una
disminucién en el indice aterogénico. También se observo un aumento en el nivel
de lipoproteina de alta densidad (HDL) en suero, el corpusculo de sangre roja
(RBC), el nivel de superoxido dismutasa hepatica (SOD) y el nivel de glutation
peroxidasa en sangre. El contenido de acido tiobarbitlrico en suero e higado se

redujo, lo que indica el bajo nivel de peroxidacion lipidica (Yang et al., 2010).

1.7.3 Efectos contra el cancer

El cancer es un grave problema de salud publica en todo el mundo. La mayoria de
los compuestos naturales se dirigen a las vias inflamatorias y la modulacién inmune
para la prevencion y el tratamiento del cancer. Los frutos de M. alba L. también
contienen varios compuestos anticancerigenos (Khan et al., 2020).
Naowaratwattana et al. (2010) informaron que los compuestos fendlicos de frutos
de M. alba L. inducen actividad anticancerigena in vitro en células de hepatoma
mediante la detencidn del ciclo celular en la fase G2-M vy la inhibicion de la actividad

de topoisomerasa |l.

20



Otros estudios han revelado que la cianidina-3-rutinésido y la cianidina-3-glucoésido,
antocianinas presentes en frutos de morera, inhiben la invasion y la migracion de
las células A549 del cancer de pulmén humano (Chen et al., 2006).

Por otro lado, se ha reportado que el osajin, que es una isoflavona prenilada aislada
del fruto de M. alba L. ejerce multiples efectos, como la pérdida del potencial
transmembrana mitocondrial, la liberacion de citocromo C, la expresion del ligando
Fas, la supresion de la proteina 78 regulada por glucosa y la activacion de varias

proteinas en células de carcinoma nasofaringeo humano (Huang et al., 2011).

1.7.4 Efectos antiinflamatorios

La inflamacién es un mecanismo de defensa inmune y en este proceso, se libera
una variedad de mediadores quimicos del tejido dafiado, que incluye los
aminoécidos, iones de hidrégeno, péptidos, lipidos, y citoquinas. Las citoquinas pro-
inflamatorias dafian los tejidos, causan enrojecimiento, calor, hinchazén y dolor,
gue son los signos clinicos clasicos de la inflamacién (Chen et al., 2016b).

Las diferentes partes de la planta de morera tiene una larga historia en la medicina
tradicional como agente antiinflamatorio. Padilha et al. (2010) reportaron que los
extractos de hojas de morera, M. nigra L. y extractos de frutos de M. alba L. fueron
capaces de reducir el edema de la pata, inducido por carragenina, asi como el
crecimiento de tejido fibrovascular, inducida por la implantacion de pellets de
algodén en modelos de animales, lo que indican su propiedad antiinflamatoria.

Por otra parte, Chen et al. (2019) demostraron efectos inmunomoduladores y
antiinflamatorios, asi como los efectos anti-nociceptivos de extractos de frutas de
M. nigra L., M. mongolica, y M. alba L. La actividad anti-nociceptiva se encontro en
ratones del linaje Kunming. La antocianina cianidina -3-O-glucosido y los

flavonoides rutina e isoquercetina, presentes sobre todo en M. nigra L., fueron los
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principales constituyentes activos en el proceso de anti-nociceptivo. Ellos
contribuyeron a la reduccion significativa de los niveles de la citoquina inflamatoria
IL-6 niveles, la inhibicion de la sintesis de INOS, y aumento de la expresion de la
citoquina antiinflamatoria IL-10. Estos biomarcadores inflamatorios estan asociados
con dolor.

En el estudio realizado por Eo et al. (2015), demostraron que la aplicacion de los
extractos de hojas y fruta de M. alba L. en animales obesos después de 12 semanas
de tratamiento, contribuyeron en la normalizacion de la proteina inflamatoria NLRP3
durante las primeras etapas de la curacion y posibilitaron una curacion acelerada
en comparacion con los animales que no fueron tratados. Estos resultados sugieren
qgue los extractos de diferentes partes de la especie M. alba L. muestran una
reduccion en los marcadores de inflamacion en diferentes partes del organismo

(Rodrigues et al., 2019).

1.7.5 Prevencién de trastornos neuroldgicos

La neurotoxicidad en la enfermedad de Alzheimer esta asociada con la acumulacién
de beta-péptidos amiloides que se forman como una placa en el cerebro. Varios
estudios han demostrado los efectos beneficiosos de la morera en la induccién de
un sistema de defensa antioxidante y la mejora del deterioro de la memoria en
animales que envejecen. Shih et al. (2010), estudiaron el efecto neuroprotector de
la fraccion de cianidina-3-glucdsido de frutos de M. alba L. en la privacion de
oxigeno y la muerte celular inducida por glutamato en neuronas corticales primarias
de ratas. La cianidina no proporciono un efecto protector contra la muerte celular
inducida por glutamato, pero proporciono protecciéon contra la muerte celular

privada de oxigeno al mantener el potencial de membrana mitocondrial.
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Por otra parte, otros estudios en modelos de ratdn, con lesion cerebral, Kang et al.,
(2006), informaron la actividad de la cianidina-3-O-3-d-glucopirandsido presente en
las frutas de M. alba L. contra la toxicidad inducida por el peréxido de hidrégeno en
las células PC12 y el dafio isquémico cerebral. Los efectos neuroprotectores se
asociaron a la inhibicién de la infiltracién de leucocitos polimorfonucleares en el
tejido isquémico focal cerebral. Se observaron efectos similares cuando las
antocianinas de morera mejoraron los sintomas iniciales de la enfermedad de

Parkinson en estudio realizado por Gu et al. (2017) en modelos de animales.

1.7.6 Actividad hepatoprotectora

La prevencion de la fibrosis hepatica es un tema importante. Los extractos acuosos
de morera disminuyeron la peroxidacién lipidica e inhibieron la expresién génica
proinflamatoria, lo que demuestra sus efectos protectores y curativos contra el dafio
hepético inducido por tetracloruro de carbono (CCls) y la fibrosis (Hsu et al., 2012).
Los hallazgos recientes confirmaron los efectos de la hepatoproteccién de las
antocianinas de morera, especialmente cianidina-3-glucésido y cianidina-3-
rutinésido. Los mecanismos de estos efectos pueden estar relacionados con su
actividad antioxidante (Ghasemnezhad et al., 2017). Estudios anteriores también
indicaron que los flavonoides de morera, especialmente la quercetina-3-O-
glucésido, mostraron fuertes actividades antiinflamatorias mediante la regulacion
de la expresion de genes relacionados con la inflamacion como iINOS y COX2, y la
desactivacion de NF-kB. Ademas de estos efectos, los extractos de morera también

mostraron actividades antibacterianas (Minhas et al., 2016).
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1.7.7 Efectos hipolipidémicos y anti-obesidad

La obesidad es uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo y las
opciones de tratamiento son muy limitadas debido a los efectos secundarios
asociados con las terapias convencionales. Los niveles elevados de triglicéridos,
peso corporal, acidos grasos libres, colesterol de lipoproteinas de baja densidad
son factores de riesgo de enfermedades crénicas relacionadas con la obesidad. La
actividad anti-obesidad de los frutos de morera se ha evaluado tanto en modelos
celulares como en animales a través de diferentes mecanismos y varios estudios
han demostrado, ademas, las propiedades hipolipidémicas de los extractos de
frutos de M. alba L. Du et al. (2008), confirmaron que el extracto acuoso de frutos
de morera (0,5-1,0%) redujeron los niveles de triglicéridos, colesterol y colesterol
de lipoproteinas de baja densidad en el suero y la aterosclerosis en la aorta (42—
63%) en conejos blancos neozelandeses con una dieta alta en colesterol. Por otra
parte, Peng et al. (2011), demostraron que, tras la alimentacion durante seis
semanas con extractos ricos en polifenoles de morera, a ratones machos
envejecidos que tenian una dieta alta en grasas, se logré una disminucién del peso
corporal y los acidos grasos libres. Similares resultados obtuvieron Yang et al.
(2010) al administrar frutos de morera liofilizada (5 y 10%) en modelo de ratas,
donde no solo redujo el contenido de colesterol total y triglicéridos en el suero y el
higado, sino que también aumento la actividad enzimatica antioxidante y reprimio
el desarrollo de la aterosclerosis en hiperlipidémicos.

Otros estudios han demostrado que, los extractos de frutos de M. alba L. ricos en
antocianinas tuvo un efecto positivo en la prevencién de la obesidad. Wu et al.
(2013), informaron que la cianidina y la pelargonidina, presentes en los frutos

controlaron varios indicadores en ratones machos obesos C57BL con dieta alta en
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grasas. En este mecanismo contra la obesidad, la antocianina de los frutos de
morera mejoro la funcién mitocondrial a través de la ruta p38-AMPKPGC1a (You et
al., 2015), incrementa la expresion de genes termogénicos como UCP1, PGC1a 'y
PRDM16 vy los niveles de proteina en la membrana mitocondrial de los adipocitos
marrones durante la adipogénesis.

Yimam et al. (2017), evaluaron el efecto beneficioso de una composicidon
estandarizada (UP603) compuesta de extractos de M. alba L., llex paraguariensis
y Rosmarinus officinalis en ratones C57BL/6J, obesos inducidos por la dieta. Se
observé que los animales tratados con UP603 mostraron una disminucion en el
aumento de peso corporal, reducciones de 65,5% y 16,4% en insulina y leptina,
respectivamente, y un aumento de 2,1 veces en el nivel de grelina. Ademas, hubo
reducciones de 7,9-21,1% en colesterol total, 25,4-44,6% en triglicéridos y 22,5—
38,2% en colesterol de lipoproteinas de baja densidad en ratones tratados con 450—

850 mg/kg de UP603.

1.7.8 Prevencion de trastornos gastrointestinales

Los beneficios para la salud de frutos de morera incluyen su capacidad para mejorar
la digestién y mejorar el metabolismo general del cuerpo. Los frutos estan llenos de
nutrientes importantes, incluyendo el hierro, riboflavina, vitamina C, vitamina K,
potasio, fosforo y calcio. También contienen una amplia gama de compuestos
organicos, incluyendo fitonutrientes, zeaxantina, resveratrol, antocianinas, luteina,
y diversos compuestos polifendlicos. Al igual que la mayoria de frutas y verduras,
contienen alta cantidad de fibra dietética, lo que contribuye a mejorar la digestion,
acelera el movimiento del alimento a través del tracto digestivo, ayuda a reducir los

casos de estrefiimiento, hinchazén y calambres. Ademas, la fibra contribuye a
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regular los niveles de colesterol y puede mejorar la salud del corazén cuando se

afiade regularmente a la dieta (Kadam et al., 2019).

1.7.9 Actividad antioxidante

Varios estudios sobre la evaluacion de la capacidad antioxidante en frutos han
revelado aspectos interesantes en relacion al comportamiento de los constituyentes
antioxidantes (Patel et al., 2019). Existen diversos métodos in vitro de evaluacion
de la capacidad antioxidante que determinan la eficiencia de los antioxidantes
naturales, en relacion a la proteccién de productos vegetales contra el dafio
oxidativo y pérdida de su valor comercial y nutricional. Estas metodologias pueden
estar basadas en una reaccién quimica o en el dafio celular. Los ensayos quimicos
evalian la captacion de radicales libres por los compuestos antioxidantes, su
capacidad de reducir iones metalicos como el hierro y el cobre, habilidad para
proteger moléculas expuestas a fuentes de radicales libres y la capacidad de los
antioxidantes para inhibir la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (L6pez-
Alarcon y Denicola, 2013).

Mediante ensayos quimicos in vitro Nati¢ et al. (2015), evaluaron que la actividad
antioxidante de frutas de morera congeladas fue de 50,18-86,79%, 0,21-8,15%,
0,03-38,45 uM de acido ascorbico y 16,53-62.83% mediante el uso de los métodos
de eliminacion del radical anién superoxido (SAS), ensayo del radical 2,2 difenil-1-
picrilhidracil (DPPH"); método de habilidad de quelacion metales (MCA) y ensayo
del poder reductor (PR), respectivamente. En ensayos celulares, Bao et al. (2016),
utilizaron células Hep G2 inducidas por peroxido de hidrogeno (H202) y otros
modelos de imitacion redox intracelulares, para medir la actividad antioxidante
celular de las frutas de morera. Por otra parte, se ha reportado por Yang et al. (2010)

que el extracto de frutos de morera cruda empleado para determinar la actividad
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antioxidante in vivo en ratas Winstar macho, inhibié efectivamente la produccién de
especies reactivas del oxigeno celular en un 93%.

La presencia en frutas de morera de acidos fendlicos y flavonoles proporcionan
efectos positivos sobre la salud. La accion de estos compuestos esta asociada a la
prevencion o disminucion de diversas enfermedades asociadas con el estrés

oxidativo (Zhang et al., 2018).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Localizacion

El estudio se realizd con frutos de siete variedades de M. alba L. Yu-12, Yu-62,
Universidad, Acorazonada, Cubana, Nueva y Universidad Mejorada. Las muestras
de frutos fueron recolectadas del banco de germoplasma de la Estacidon
Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey, la cual se encuentra situada a los
22° 48 y 7” de latitud Norte y 79° 32’ y 2” de longitud Oeste, a 19 msnm, en el
municipio de Perico, provincia de Matanzas, Cuba. Todos los experimentos se

llevaron a cabo en los laboratorios de dicha institucién.

2.2 Caracteristicas del area de cultivo de M. alba L.

Las variedades de morera fueron sembradas en diciembre del afio 2012. El suelo
se clasifica como Ferralitico Rojo Lixiviado (Hernandez et al., 2015). La topografia
es llana, con pendiente de 0,5 % a 1,0 % y la profundidad promedio hasta la roca
caliza es de 1,50 m.

En el momento de recogida de las muestras de fruto contaban con cuatro afios de
plantadas a una densidad de siembra de 0,60 x 1,30 m. El area mantuvo riego antes
y después de la siembra por medio de un sistema por aspersion. Desde el momento
de la siembra hasta la cosecha se monitoreé frecuentemente la aparicion de plagas
y enfermedades y la fertilizacion se realizé tres veces al afio con fertilizantes
basados en N, P y K arazén de 300, 120 y 300 kg/ha/afio, respectivamente. No se

realizé poda a las plantas durante la investigacion.

2.3 Seleccion del material vegetal
Para los ensayos se utilizaron frutos maduros de estas siete variedades. Se

recolectaron de forma manual (1 kg) en las primeras horas de la mafana y se
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seleccionaron al azar en plantas que no presentaban signos de enfermedades u
otra afectacion. Se guardaron en bolsas de polietiieno e inmediatamente se
trasladaron al laboratorio donde fueron lavados con agua destilada y secados sobre
papel de filtro para eliminar el exceso de liquido. Se almaceno a -20°C el material

gue no fue usado inmediatamente.

2.3.1 Preparacion de los extractos

Para realizar los extractos etandlicos, se realizaron tres extracciones sucesivas,
para lo cual se pesaron 10 g de fruto fresco de cada variedad, se maceraron con
150 mL de solvente (etanol absoluto) y se incubaron a temperatura ambiente
durante 24 horas con agitacion manual de forma intermitente. Las mezclas
etandlicas se filtraron al vacio y se mantuvieron en reposo, en la oscuridad, durante
24 h. Después de la tercera extraccion, el filtrado final se concentré hasta sequedad
en un rotoevaporador (modelo IKA®HB10 Basic) a una temperatura de 60°C y
velocidad de agitacion de 105 rpm. Los extractos obtenidos fueron almacenados a

- 4 °C hasta su utilizacion.
2.4 Determinacion de propiedades fisicas y quimicas de los frutos de morera

2.4.1 Propiedades fisicas

Se tomaron al azar 20 frutos y se realizdé la medicién del peso, largo, ancho y
namero de semillas por fruto.

-Peso (g): Se determind en balanza digital marca Sartorius.

-Longitud (cm): Se determiné mediante el empleo de una regla.

-Grosor (cm): Se determind con un Pie de Rey tipo universal Starrett Serie 125.
-Numero de semillas: Cada fruto se trituré6 de forma manual para obtener las

semillas y posteriormente se efectuo el conteo.
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2.4.2 Propiedades quimicas

-Medicion de pH por método potenciométrico: Se pesé 1g de fruto de cada
variedad, se macero por separado hasta trituracidon en mortero, se afiadiéo 10 mL de
H20 destilada y se agitdo durante 10 minutos en el agitador orbital marca DAIKI
KBLee 3001 a 100 rpm y temperatura ambiente. Se dejo en reposo durante 15
minutos y se medi6 pH en pHmetro PHSJ-3F.

-Determinacion del indice de acidez o acidez total titulable (ATT): Se tomé 10 mL
de jugo por fruto, se le afladié 40 mL de agua destilada y se le determiné el pH con
un potencidémetro. La acidez titulable se determiné por titulacion con NaOH 0,1N y
como indicador 3 gotas de fenolftaleina, hasta obtener el valor de pH 8,2 (Normas
COVENIN, 1981). Las mediciones se realizaron por triplicado. La acidez se expreso
en g/100 g miliequivalentes del &cido de referencia: acido citrico, acido oxalico y
acido malico.

-Solidos solubles totales (SST): Gotas de jugo extraido del fruto de cada variedad
se vertieron sobre un refractdmetro de mano marca Abbe, previa calibracién del
equipo a 0°Brix con agua destilada a 30°C. Las mediciones se realizaron por
triplicado y se expresaron como °Brix.

-indice de madurez (IM): Corresponde a la relacion entre SST/ATT (acido citrico).
-Determinacién de la composicién proximal. Se tomé una muestra homogénea de
300 g de frutos de cada variedad y se envi6 al Laboratorio de Analisis Quimico de
la EEPF Indio Hatuey para determinar su composicion proximal: materia seca (MS),
humedad (H), cenizas, calcio (Ca), magnesio (Mg), fésforo (P) y fibra bruta (FB)
segun las técnicas descritas por la AOAC (2000).

Para la determinacion del peso de la muestra se utilizd una balanza analitica de la

casa comercial Sartorius. Cada andlisis se realizo por triplicado.
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2.5 Caracterizacion fitoquimica y cuantificacion del contenido de

antocianinas y vitamina C

2.5.1 Caracterizacién fitoquimica por cromatografia en capa delgada (CCD)
Se realiz6 una caracterizacion fitoquimica por cromatografia en capa delgada
(CCD) de los extractos etandlicos de los frutos de siete variedades de M. alba L.
para la identificacion de los principales nucleos fitoquimicos, mediante el protocolo
de Wagner y Bladt (1996). Para ello se emplearon cromatoplacas de silica gel 60
F254 (5x4 cm). Los extractos se aplicaron 80 veces a una concentracion de 1mg/mL
y fueron eluidos con un sistema butanol-acido acético-agua-isopropanol con una
proporcion (60:15:20:5), las placas se realizaron por triplicado. Los patrones y
reveladores especificos de cada grupo se relacionan en la tabla 1.

Se calcularon los factores de retencion para cada una de las bandas detectadas,
mediante la siguiente ecuacion:

Rf_distancia recorrida desde el punto de aplicacion hasta el frente del solvente
- distancia del frente del solvente

Tabla 1. Reactivos y control positivo correspondiente a cada grupo de compuestos
para la caracterizacion fitoquimica de los extractos de frutos de M. alba L.

Nucleos fitoquimicos Reactivo y/o prueba Control +
Esteroides, gsteroles, terpenos y Lieberman-Buchard
triterpenos
- Colesterol
Ternenos Acido fosfomolibdico
P (PMA)
Flavonoides (AICI3) Kaempferol
. Anisaldehido-H2S04 o
Saponinas Digitonina

2.5.2 Cuantificacion de antocianinas totales (AT)
Se realizo por el método del pH diferencial descrito por Rapisarda et al. (2000) con
algunas modificaciones. Se pesaron 10 g de muestra y se trituré en el mortero. Se
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centrifugd durante 15 minutos a 5 000 rpm a una temperatura de 15 °C. Se tomaron
dos alicuotas de dos mililitros del sobrenadante, una se diluyé en una disolucion
tampon de cloruro de potasio, 0,025 mol/L, pH 1,0, y la otra alicuota en disolucion
tampon acido acético/acetato de sodio; 0,4 mol/L, pH 4,5, en un balén volumétrico
de 50 mL. Después de 40 minutos de reaccion se determiné la absorbancia a 510 y
700 nm en un espectrofotometro (modelo Ray Leigh UV-2601). Todos los ensayos
se realizaron por triplicado. El resultado se expres6 como mg/100g de cianidina-3-
glucésido.
La absorbancia final se calcul6 con la expresion:

Abs = [(A510 -A700) pH 1,0] - [(A510 - A700) pH 4,5]
y el CAT se hallé sobre la base de la ecuacion:

(Abs * PM * FD*1000)

AT (mg/ 100 g) = )

Donde,

Abs: Absorbancia,

PM: Peso molecular (449,2 g/mol de cianidina 3- glucésido)

FD: Factor de dilucion

€: 29 600: Coeficiente de extincion molar en L/mol cm para cianidina 3- glucésido.
L: longitud del camino en cm

1000 = factor de conversion de gramo a miligramo.

2.5.3 Cuantificacion de vitamina C (acido ascorbico)

Se realiz6 por el método descrito por Ciancaglini et al. (2001), con algunas
modificaciones. Los frutos se trituraron mecanicamente, se centrifugaron a 8 000 rpm
durante 10 minutos a una temperatura de 20 °C y se filtr6 el sobrenadante. Se

adiciono 1 mL del jugo filtrado en un Erlenmeyer de 250 mL, se adiciono 60 mL de
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agua destilada, 1 mL de HCIl al 15% y 1 mL de almidon al 1%. Se valoré con una
solucién de yodo al 25 mM previamente estandarizada, hasta obtener cambio de
coloracion (naranja-azul) persistente durante 30 segundos. Cada mililitro de yodo 25
mM gastado en la titulacion equivale a 8,806 mg de acido ascorbico. Cada muestra
se realizd por triplicado, el resultado se expresé en mg de acido ascorbico/100 mL

de jugo de morera y se calculé mediante la siguiente ecuacion:

V(l2) * 8,806 * N (I2)
V(muestra)

m Acido ascérbico (mg/100 mL jugo)= *100

Donde:

V (I2): volumen consumido de la solucién normalizada de yodo 25 mM (mL)
N (I2): concentracion exacta de la solucién normalizada de 12 (Mol/L)

V (muestra): Volumen de la muestra (mL)

8,806 mg/mL: Cantidad de &cido ascoérbico presente en 1mL de yodo.

2.6 Determinacion de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de

los frutos de siete variedades de M. alba L. por diferentes métodos

2.6.1 Determinacion de la capacidad antioxidante total por el método de
captura del radical fosfomolibdato (Capacidad antioxidante total)

El ensayo est4 basado en la reduccién de Mo(VI)-Mo(V) por los extractos y
consecuentemente en la formacion de un complejo verde fosfato/Mo(V) a pH acido
(Umamaheswari y Chatterjee, 2008). Se mezclé 0,1mL de cada muestra con 3 mL
de la solucién reactiva (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de sodio 28 mM y molibdato
de amonio 4 mM). Los tubos se incubaron a 95°C por 90 minutos. La mezcla se
enfrid6 a temperatura ambiente y la absorbancia de la solucion se midié a 695 nm
contra un blanco en el espectrofotbmetro T70 UV/VIS. Los resultados se

expresaron como mmol de acido ascorbico/g de extracto. Las pruebas se realizaron
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por triplicado en cada experimento y los resultados se reportaron como la media

SD.

2.6.2 Determinacion del contenido de fenoles totales

La concentracion de compuestos fendlicos en las muestras se midié de acuerdo al
meétodo de Folin-Ciocalteu (Ocampo et al., 2014). Se mezclaron 0,5 mL de las
muestras a diferentes concentraciones (entre 100 y 1100 pg/mL) con 2,58 mL del
reactivo de fenol Folin-Ciocalteu. Después de 3 minutos, se adicion6 a las mezclas
0,3 mL de una disolucion de carbonato de sodio saturado. Las mezclas en reaccion
se incubaron a temperatura ambiente (25°C) durante 20 minutos. Se midié la
absorbancia a 760 nm en el espectrofotometro T70 UV/VIS. Para la preparacion de
la curva de calibracion se utilizaron soluciones de acido galico, con concentraciones
entre 25 y 400 pg/mL. Los niveles de compuestos fendlicos se expresaron como
equivalentes de acido galico mg/100g del extracto. Las pruebas se realizaron por

triplicado en cada experimento y los resultados se reportaron como la media + SD.

2.7 Procesamiento de los datos

2.7.1 Disefio experimental
Se aplicd un diseno totalmente aleatorizado y se evaluaron siete variedades que

constituyeron los tratamientos.

2.7.2 Andlisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se realizé un analisis de varianza (ANOVA),
después del cumplimiento de los supuestos de homogenidad de varianza (test de
Levene) y normalidad (Shapiro Wilk). La comparacién de medias se realiz a través

de la prueba de comparacion multiple de Duncan a P<0,05.
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Se utilizd6 un analisis de correlacion para determinar la interrelacion entre las
variables capacidad antioxidante total, fenoles totales, contenido de antocianinas y
vitamina C teniendo en cuenta el coeficiente de correlacion de Pearson y dos
niveles de significacion de 0,01 y 0,05. Todos los analisis mencionados

anteriormente se realizaron a través del paquete estadistico SSPS® Statistics 22.0.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de las propiedades fisicas-quimicas de los frutos de siete

variedades de M. alba L.
3.1.1 Propiedades fisicas

3.1.1.1 Peso, largo, ancho y numero de semillas por fruto

La caracterizacion fisico-quimica permite analizar el valor nutricional y la calidad de
frutas y hortalizas. En la tabla 2 se muestran los valores de peso, largo, ancho y
namero de semillas por fruto para cada una de las variedades, donde se aprecia
diferencias significativas entre las variedades en estudio. El peso de los frutos oscilé
entre 1,31-3,65 g, el largo entre 1,61-3,01 cm y el ancho entre 0,83-1,59 cm. El
namero de semillas por fruto vario entre 19,70 y 42,80. La variedad Yu-62 presento
los valores mas altos para todas las variables estudiadas, mientras que, la
Acorazonada mostro los mas bajos.

Tabla 2. Diferencias entre el peso, largo, ancho y numero de semillas/fruto de siete
variedades de M. alba L.

Variedades de Peso (g) Largo (cm) Ancho (cm) No. Semillas /fruto
M. alba L. Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE

Yu-12 2,76+ 0,147° 2,73 +0,147%* 1,20+ 0,074> 39,80+ 0,0032
Yu-62 3,65+ 0,155% 3,01 +0,1532 1,59 +0,103* 42,80+ 0,0022
Universidad 2,73+0,123" 2,72+0,0433° 1,19+0,043° 39,90+ 0,0022°
Acorazonada 1,31+0,086% 1,61+0,074° 0,83+0,037° 19,70+ 0,003°
Cubana 2,18+ 0,069° 2,14+ 0,067° 1,10+ 0,033 20,30+ 0,002°
Nueva 2,69+ 0,166¢ 2,83+ 0,088 1,31+0,035° 38,40+ 0,002%
Universidad Mejorada 2,78+ 0,081° 2,35+0,068>¢ 1,17+0,039* 23,10+ 0,003¢

a, b, ¢, d: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p < 0,05
(test de Duncan).

Estos resultados se corresponden con lo reportado en la literatura para este género.
Ercisli y Orhan (2007) estudiaron el peso del fruto de M. alba L., M. rubra L. y M.

nigra L., cultivados en diferentes regiones de Turquia y encontraron que este vario

36



entre 0,90-3,82 g. Por otra parte, Sanchez-Salcedo et al. (2014) informaron para
diferentes clones de morera en Espafia que el peso de los frutos oscilé entre 2,26
gy 4,15 g, el didmetro entre 12,19 mm y 15,64 mm y la longitud entre 20,47 mm y
30,26 mm.

Jiang y Nie (2015), analizaron las propiedades fisicas y quimicas en frutos de tres
especies de morera (M. alba L.), (M. alba var. tartarica L.) y (M. nigra L.) de la
provincia China de Xinjiang y encontraron que, de estas especies, las frutas de M.
alba L. presentaron el mayor peso, superior a 3,5 g y ligeramente inferior a los
obtenidos en estudios realizados en otras regiones de China que muestran una
variacion del peso de la fruta entre 1,25-4,75 g (Liang et al., 2012). Aljane y Sdiri
(2016) al estudiar aspectos morfoldgicos en frutos de M. alba L., M. rubra L. y M.
nigra L., cultivados en regiones aridas de Tunez, encontraron para M. alba L.
valores medios de peso, largo y ancho de 1,58 ¢g; 21,38 mm y 13,78 mm,
respectivamente. Estos resultados fueron comparables con los estudios realizados
por Orhan y Ercisli (2010), quienes reportaron una variacién en el peso de 1,77-
5,67 g, la longitud entre 20,22-30,49 mm y el ancho entre 11,64-19,42 mm. Altuntas
(2016) realizdé un estudio de las propiedades volumétricas y geométricas de frutos
de M. alba L. en Tokat, Turquia y obtuvo valores de peso, largo y ancho de fruto de
1,055 g; 16,33 mm y 9,84 mm respectivamente. Lee y Hwang (2017), en el estudio
realizado para frutos de M. alba L. de una region de Corea en diferentes etapas de
maduracion demostraron que el peso de la fruta aumento de 0,58 a 3,39 g en la
medida que fue mayor la maduracion. Bhutia et al. (2018) evaluaron el potencial
nutracéutico de algunas frutas en Sikkim, Himalaya, India y encontraron que los
frutos de M. alba L. presentaron un peso de 3,47 g, largo 2,5 cm y anchoy 1,3 cm

con abundante cantidad de semillas por frutos, lo que coincide con los resultados
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de esta tesis. Krishna et al. (2018) informaron valores de 3,3y 1,9 g en el peso, de
4,1y 2,6 cmenellargoyde 9,1y 9,7 mm en el ancho para dos genotipos de frutas
de morera (Thar Harit y CIAH-3) en la India. Por otra parte, en el estudio de
diferentes genotipos de frutos de M. alba L. de la provincia de Mus en Turquia, Balik
et al. (2019) informaron una variacion de peso entre (1,38 y 3,39) g, en el largo de
17,39y 27,01) mm y en el ancho de 10,89 y 15,42 mm para cinco genotipos de M.
alba L. Hashemi y Khadivi (2020) reportaron que el peso de los frutos varié de 0,94
a 2,86 g; el largo de 14,35 a 26,98 mm y el ancho de 8,37 a 15,09 mm en el estudio
realizado sobre la variacion morfolégica de 97 accesiones de M. alba L. de 10 areas
de la provincia Markazi en Iran.

La variacion revelada para algunas de las caracteristicas de las frutas en las
investigaciones antes sefialadas; no es sorprendente al considerar que se plantea
que las propiedades fisicas pueden variar cuando se trata materiales vegetales
diferentes y por la influencia de las condiciones climaticas y nutricionales a que se
expone el material vegetal (Imran et al., 2010).

En el presente estudio, las diferencias entre las propiedades fisicas se deben a que
se investigaron variedades diferentes, pues el resto de las condiciones se
encontraban homogéneas. Sin embargo, se considera que el mayor peso de la fruta
junto con una mayor capacidad de rendimiento, son caracteristicas importantes y

deseables en los programas de mejoramiento de morera (Orhan y Ercisli, 2010).

3.1.2 Propiedades quimicas

3.1.2.1 pH
En la tabla 3 se muestra el comportamiento del pH de las siete variedades de M.

alba L., observandose diferencias significativas entre las mismas.
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Tabla 3. Comportamiento del pH en frutos de siete variedades de M. alba L.

Variedades de M. alba L. PH
Media + EE
Yu-12 4,82+ 0,0352bc
Yu-62 5,02+ 0,030
Universidad 4,94 + 0,133
Acorazonada 4,67 + 0,2632b.c
Cubana 4,54 + 0,063°¢
Nueva 4,77 + 0,11020c
Universidad Mejorada 4,46+ 0,127°¢

a, b, c: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p < 0,05
(test de Duncan).

El rango de pH oscilé entre 4,46 y 5,02. La variedad Yu-62 presento el valor mas
alto, mientras que la Universidad Mejorada y la Cubana mostraron los valores mas
bajos. Resultados similares fueron reportados por Liang et al. (2012) quienes
informaron una variacién de pH entre 3,76 y 5,33, Bao et al. (2016) reportaron un
rango de 3,36 y 5,81 y Farahani et al. (2019) valores minimos de pH de 4,0 y como
maximo 6,70. A su vez, otros autores reportaron valores superiores de pH en el
rango de 5,95-7,39 para diferentes clones de M. alba L. de Espafia (Sanchez-
Salcedo et al., 2014), 5,98 para frutos de M. alba L. de una region de Tunez (Aljane
y Sdiri (2016) y entre 5,50-6,04 para diferentes genotipos de frutos de M. alba L. de
la provincia de Mus en Turquia (Balik et al., 2019). Sin embargo, otros estudios
realizados en diferentes condiciones agroclimaticas en Turquia con una gran
cantidad de genotipos de morera revelaron un pH entre 2,29 y 6,59 (Okatan, 2018).
Se ha demostrado que las especies de Morus se agrupan de acuerdo con los
valores de pH en orden de M. alba L. > M. rubra L.> M. nigra L. (Ozdemir y Topuz,

1998).

39



El pH es importante para control de microorganismos en alimentos, un pH bajo
indica un medio acido en el cual no pueden sobrevivir los microorganismos
patégenos. Que los frutos de M. alba L. en estudio presenten un pH acido posibilita
que no sobrevivan microorganismos perjudiciales, lo que garantiza su uso en la
elaboracién de alimentos y agrega valor al fruto por diversificar su forma de
comercializacién (Ercisli y Orhan, 2007; Gundogdu et al., 2011). Segun Mikulic-
Petkovsek et al. (2012), las frutas se probarian agrias con un valor de pH inferior a
3,5.

3.1.2.2 Contenido de acidos organicos

Los acidos organicos como: citrico, malico, lactico, oxalacético, succinico, glicérico,
fosforico, clorhidrico, fumarico, galactourdnico, glicérico, tartarico, etc, son
materiales solubles en agua que se encuentran en el citoplasma de frutas y
verduras en varias cantidades y acompafiados con los azucares, contribuyen al
sabor de las mismas.

El contenido de acidos organicos, expresados como acidez total titulable (ATT) en
g/100g de acido citrico, oxalico y malico, presentd una variacién significativa entre
las variedades de M. alba L. estudiadas (tabla 4).

El acido citrico varié entre 0,240-0,397; el oxalico entre 0,170-0,280 y el malico
entre 0,299-0,417 g/100g. La variedad Acorazonada fue la que mayores
concentraciones presentd con respecto a estos tres acidos, mientras que la

variedad Cubana presento los valores mas bajos.
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Tabla 4. Contenido de acidos organicos expresados en g/100g en frutos de siete
variedades de M. alba L.

Variedades de Acido Acido Acido
M. alba L. citrico oxalico malico

Media + EE Media = EE Media + EE
Yu-12 0,383+ 0,0242 0,270+ 0,0182 0,402 + 0,0342
Yu-62 0,293+ 0,012°>¢ 0,207+ 0,095°¢ 0,313+ 0,028°¢
Universidad 0,333+ 0,020%* 0,268+ 0,0142> 0,352+ 0,0292P
Acorazonada 0,397 + 0,0352 0,280+ 0,0242 0,417 + 00,0332
Cubana 0,240+ 0,020¢ 0,170+ 0,015¢ 0,301+ 0,020¢
Nueva 0,293+ 0,017°>¢ 0,205+ 0,013>¢ 0,309 + 0,026°¢

Universidad Mejorada 0,292 + 0,026"¢

0,192+ 0,019°¢

0,299+ 0,022°¢

a, b, c: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p < 0,05
(test de Duncan).

Entre los tres acidos organicos determinados, se encontré que el acido malico fue
el acido organico predominante en las frutas de morera, seguido del acido citrico y
por ultimo el acido oxalico, lo que se corresponde con los estudios realizados en
frutos de morera por (Gundogdu et al., 2011; Sanchez -Salcedo et al., 2014;
Eyduran et al., 2015, Gecer et al., 2016; Gundogdu et al., 2017, Okatan et al., 2018
y Balik et al., 2019). Sin embargo, en valor numérico el contenido de acido malico
alcanzado en todas las variedades en estudio es inferior a los valores que
reportaron estos autores. El contenido de acido citrico se corresponde con lo
descrito por Ercisli y Orhan 2007, Gundogdu et al., 2011 y Balik et al., 2019 y es
inferior a lo que informaron el resto de los autores antes mencionados. En cuanto
al acido oxalico los resultados obtenidos en esta investigacion se encuentran dentro
del rango que reporta Gundogdu et al., 2017 y son superiores a los de Balik et al.,
2019.

En estos estudios previos, Ercisli y Orhan (2007), informaron valores de acidez

titulable, expresados en porcentaje de acido citrico para frutos de M. alba L. de
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Turquia entre 0,25 y 0,39 % equivalente a 0,25 y 0,39 g/100g. Gundogdu et al.
(2011), indicaron que en otra region de Turquia el contenido de acido citrico y acido
malico en M. nigra L. oscilé entre 1,084 y 1,323 g/100g, y en M. alba L. entre 0,393
y 3,095 g/100g. Sanchez-Salcedo et al. (2014) detectaron que el contenido de acido
malico varié entre 0,58-0,79 y 0,41-0,79 g/100g y el acido citrico de 0,04-0,18 y
0,14-0,66 g/100g en M. alba L y M. nigra L en Espanfa, respectivamente. Eyduran
et al. (2015) informaron que el acido malico fue el acido organico dominante en las
frutas de morera del Valle de Aras en Turquia, con una concentracion entre 1,13 y
3,04 g/100g. Gecer et al. (2016) declararon que, los contenidos de acido citrico,
tartarico, malico, succinico y fumarico en las frutas de morera blanca y negra
recolectadas en la parte oriental de Turquia fueron 0,637-0,820 g/100g, 0,150—
0,290 g/100g, 2,133-3,073 g/100g, 0,113-0,250 g/100g y 0,106-0,120 g/100g,
respectivamente. Gundogdu et al. (2017) detectaron para el acido oxalico valores
entre 0,16—1,18 g/100g; acido citrico entre 0,70-6,50 g/100g; tartarico entre 0,09—
0,82 g/100g, malico entre 3,70-12,70 g/100g, succinico entre 0,44-1,01 g/100g y
fumarico en el rango de 0,01-0,21 g/100g en frutos de morera de Turquia. Por otro
lado, Okatan (2018) reporté que los contenidos de acido oxalico oscilaron entre
0,45-1,25 g/100g, para el acido citrico entre 2,00-7,02 g/100g, en el acido tartarico
de 0,22— 0,86 g/100g y para el acido malico entre 6,65-13,65 g/100g en frutos de
M. nigra L. recolectados en la region del Egeo. Balik et al. (2019) expresaron que
el acido malico varié de 2,484 a 3, 364 g/100g, el acido citrico varié de 0,134 a
0,306 g/100g y el acido oxalico de 0,05 a 0,036 g/100g en cinco variedades de
frutos de M. alba L. de la provincia de Mus de Turquia.

Segun lo reportado en la literatura el contenido de estos acidos organicos en la

morera podria estar relacionados con la variacion de pH (Liang et al., 2012). Estas
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diferencias ademas son evidentes en las frutas cultivadas en diferentes localidades
del mismo pais como se evidencié en los estudios antes mencionados y también
por las diferencias entre especies causadas por factores genéticos, asi como por
practicas agronomicas y factores ecolégicos (temperatura, condiciones del suelo,
humedad, etc.).

Una disminucion gradual de la acidez titulable de la fruta de morera en maduracion
corresponde a un aumento del pH de la pulpa de la fruta. Liang et al. (2012)
plantean que el cambio en el pH se debe principalmente a la fuga de acidos
organicos de la vacuola.

En esta investigacion, las diferencias en los contenidos de estos acidos organicos
se atribuyen a las diferencias entre las especies en estudio. La presencia de estos
acidos organicos permite que las frutas se almacenen mas tiempo con poca
oxidacion del acido ascorbico, influyen en el sabor, color y la estabilidad de los
mismos, ya que tienen la capacidad de retener los compuestos volatiles de los
alimentos y aumentar el tiempo de conservacibn de sus propiedades
organolépticas. Esta propiedad ha sido relacionada especialmente al acido malico
(Gundogdu et al., 2018). Por lo antes expuesto podria considerarse a los frutos de
estas variedades de gran importancia en la industria alimentaria y en las bebidas
pues tanto el acido citrico como el acido malico son los acidificantes mas

empleados en ambas industrias (Naude y Nicol, 2018).

3.1.2.3 Sélidos Solubles Totales (SST) e indice de madurez (IM)

Los solidos solubles totales expresados como °Brix constituyen otros de los
parametros a tener en cuenta para la evaluacion de la calidad de frutas y hortalizas.
Dentro de los sdlidos solubles, los componentes mas abundantes son los azlucares

y los acidos organicos (1 grado Brix es la densidad de una disolucion de sacarosa
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al 1 % de peso y a esta le corresponde un indice de refraccion, de esta manera se
establece la correspondencia entre porcentaje de sélidos solubles y grados Brix).
La relacion solidos solubles/acidez total titulable (SST/ATT) se denomina indice de
madurez (IM).

La variacion del contenido de soélidos solubles totales e indice de madurez se
muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Contenido de sélidos solubles totales (SST) e indice de madurez (IM) en
frutos de siete variedades de M. alba L.

Variedades de M. alba L. SST (°Brix) ™

Media £ EE Media + EE
Yu-12 16,0+ 0,0012 42,56 + 2,677¢
Yu-62 16,0+ 0,115 55,17 + 2,899b¢
Universidad 16,0+ 0,2312 48,80 + 2,586 ¢
Acorazonada 16,0+ 0,0582 42,11 + 4,098°
Cubana 16,5+ 0,115 69,30 £ 6,630
Nueva 15,0+ 0,289 52,00 + 3,086¢
Universidad Mejorada 16,0+ 0,2312 60,63 + 5,2362°

a, b, c: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p < 0,05
(test de Duncan).

El contenido de SST en los frutos de las diferentes variedades no mostro diferencias
significativas, tuvo una variacion entre 15,0 y 16,5 °Brix. La variedad Cubana fue la
de mayor contenido y la Nueva mostré menor cantidad de SST. Estos resultados
se corresponden con lo reportado para esta especie por Sanchez-Salcedo et al.
(2014) para diferentes clones de frutos de morera en Espafa (15,07-17,37 °Brix) y
por Hashemi y Khadivi (2020), quienes reportaron un contenido de sélidos solubles
totales que oscil6 entre 7,70 y 25,80 °Brix en los frutos de 97 accesiones de M. alba
L. de la provincia Markazi en Iran. Sin embargo, son inferiores a los reportados por
Ercisli y Orhan (2007) quienes informaron para M. alba L., un contenido de sdlidos

solubles totales de 20,4 °Brix. Aljane y Sdiri (2016), obtuvieron en frutos de M. alba
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L., M. rubra L. y M. nigra L., cultivados en regiones aridas de Tunez, valores de
sélidos solubles totales de 7,27; 19,20 y 11,60 °Brix, respectivamente. Lee y Hwang
(2017), en el estudio realizado para frutos de M. alba L. de una region de Corea en
diferentes etapas de maduraciéon demostraron que este se incrementé de 5,6 a 13,7
°Brix en la medida que los frutos maduraron.

Krishna et al. (2018) informaron en el estudio sobre diferentes parametros
morfoldgicos de frutas de morera en la India que los genotipos de M. alba L.
presentaron una variacion en el contenido de SST de 14,7-31,5 °Brix. Por otra
parte, Bhutia et al. (2018) destacaron que para frutas de M. alba L. en Sikkim,
Himalaya, India el contenido de SST fue de 4,92 °Brix, Balik et al. (2019) reportaron
que la concentracion de SST en cinco variedades de frutos de M. alba L. fue
superior al de las ocho variedades M. nigra L. de la provincia de Mus de Turquia, al
mostrar una variacion de 14,53 a 23,50 °Brix, y de 14,33 a 19,47 °Brix,
respectivamente. Farahani et al. (2019) reportaron que los valores de SST variaron
entre 9,30 y 32,00 °Brix para los diferentes genotipos de frutos de M. alba var. nigra
de diferentes regiones de la provincia Markazi en Iran. Anteriormente otros autores
habian demostrado que el contenido de SST de las frutas de morera que crecen en
diferentes regiones agroclimaticas puede presentar variaciones significativas
(Ercisli y Orhan, 2007). Ademas, Ercisli y Orhan (2008) informaron el rango de
14,30-19,35 °Brix para genotipos turcos de M. nigra L.

El contenido de SST es una medida que se utiliza para hacer un seguimiento in situ
en la evolucion de la maduracion de frutos y su momento éptimo de recoleccion. Es
un parametro determinante en la calidad del fruto en la etapa de maduracion, los
cuales incrementan por la metabolizacion de la mayoria de los carbohidratos

solubles durante la respiracién o biosintesis de polisacaridos y azucares. De esta
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manera, los procesos metabdlicos relacionados con el avance en la maduracion
pueden influir directamente en los niveles de SST. En un estado de madurez
avanzado los frutos presentan mayor contenido de SST (Lee y Hwang, 2017).

En cuanto al indice de madurez, mostré diferencias significativas entre las
variedades en estudio. Los valores oscilaron entre 42,11 y 69,30. La variedad
Cubana present6 los valores mas elevados, mientras que la Acorazonada el menor
indice de madurez. Estos resultados fueron inferiores a los obtenidos por Ercisli y
Orhan (2007) y Sanchez-Salcedo et al. (2014). Estos autores informaron un indice
de madurez de 81,6 y 134,58-179,17 para frutos de M. alba L. en Turquia y para
cuatro clones de M. alba L. de una regién de Espafia, respectivamente.

El incremento en el indice de madurez es debido, también, a una disminucion en el
contenido de é&cidos organicos (Lee y Hwang, 2017) lo cual aumenta la calidad
organoléptica del fruto.

El indice de madurez es un parametro indirecto, importante para la transformacion
o consumo del fruto en fresco, ademas es un indice util en los procesos exportacion.
La naturaleza heterocigota de los arboles propagados por semillas y las diferentes
condiciones ambientales pueden influir en la variacion del contenido de sélidos

solubles totales, acidez titulable y pH en las frutas de morera (Ercisliy Orhan, 2008).

3.1.2.1 Composicion proximal

Como parte del analisis proximal (tabla 6), el porcentaje de materia seca (MS),
humedad (H) y fibra bruta (FB) de las diferentes variedades presento diferencias
significativas. Los valores oscilaron entre 13,54-17,49, 82,50-86,46 y 8,05-12,66 %,
respectivamente. La variedad Yu-62 presenté mayor contenido de materia seca y

fibra bruta y menor humedad, mientras que la variedad Nueva presentd el menor
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contenido de materia secay por ende el mayor contenido de humedad. La variedad
Universidad mejorada fue la de menor contenido de fibra bruta.

Tabla 6. Porcentaje de materia seca (MS), humedad (H) y fibra bruta (FB) en frutos
de siete variedades de M. alba L.

Variedades de M. alba L. MS ) e
Media + EE Media + EE Media + EE

Yu-12 15,37+ 0,0249 84,63+0,024° 9,72+0,047°¢
Yu-62 17,49+ 0,010 82,50+0,010" 12,66+ 0,0392
Universidad 13,82+ 0,036¢ 86,18+0,036° 9,59+ 0,025¢
Acorazonada 16,96 + 0,067° 83,04+0,067¢ 9,39+0,017¢
Cubana 15,83+ 0,061° 84,17+0,061¢ 9,90+0,013°
Nueva 13,54+ 0,069 86, 46+ 0,0692 8,68+ 0,008

Universidad Mejorada 13,75+ 0,184%" 86,25+ 0,1842P 8,05+ 0,018¢

a, b, c, d, e, f, g: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p
< 0,05 (test de Duncan).

El contenido de humedad es uno de los factores importantes, ya que muchas de
las propiedades fisicas de las frutas comestibles pueden variar debido al cambio de
su valor (Sadia et al., 2014). Los valores maximos de humedad y fibra bruta
obtenidos en esta investigacion son ligeramente superior a lo reportado por Imran
et al. (2010) para cuatro especies de M. alba L. de Pakistan donde el contenido de
humedad y fibra bruta oscilaron entre 79,03-82,4y 0,57-11,75 %, respectivamente,
diferencia que se atribuye al tratarse de especies diferentes, sin embargo, se
corresponden con los obtenidos por Liang et al. (2012) en diferentes cultivares de
morera en Jiangsu, China y por Sanchez-Salcedo et al. (2014) para diferentes
clones de morera en Espafa. Otros estudios de caracterizacion de distintos
genotipos de M. nigra L. (Ercisli y Orhan, 2007) y M. alba L. Butt et al. (2008)

mostraron valores de humedad menores.
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La FB de las plantas esta compuesta por carbohidratos estructurales (lignina,
celulosa y hemicelulosa), que se forman principalmente con el aumento de la edad
de los tallos, prolongados fundamentalmente por la frecuencia de corte utilizada
(Garcia, 2003). Estas plantas, no fueron sometidas a corte durante la investigacion
y contaban con mas de cuatro afilos de plantadas, aspecto este que pudiera
asociarse con los contenidos de fibra bruta superiores a los reportados por otros
autores.

En cuanto a los minerales, el contenido de cenizas oscilo entre 3,62-7,06 %, el
contenido de calcio, magnesio y fosforo oscilé entre 322,50-356,00, 176,50-201,00
y 40,50-52,50 mg/100g, respectivamente como se muestra en la tabla 7. La
variedad Nueva presentd mayor contenido de fésforo y cenizas y la Universidad
mejorada el mayor contenido de calcio y magnesio, en ambos casos se observan
diferencias significativas con el resto de las variedades.

Tabla 7. Contenido de cenizas, Ca, Mgy P en frutos de siete variedades de M. alba
L.

Variedades de M. alba Cenizas ca M i
L (%) (mg/1009) (mg/1009) (mg/1009)
Media + EE Media + EE Media + EE Media + EE
Yu-12 5,03+ 0,031¢ 349,00+ 0,015 187,00+ 0,015% 46,50+ 0,010°¢
Yu-62 4,68+ 0,0119 341,00+ 0,008° 185,00+ 0,005¢ 48,00+ 0,004¢
Universidad 5,38+ 0,022 332,00 +0,059° 181,00+ 0,005% 46,00+ 0,002¢
Acorazonada 5,25+ 0,046 322,50 +0,007¢ 176,50+ 0,008" 49,50+ 0,004°
Cubana 4,48+ 0,131° 345,00+ 0,009 191,00+ 0,005¢ 46,50+ 0,005%¢
Nueva 7,06+ 0,0472 345,00 £ 0,009 195,00+ 0,006 52,50+ 0,0062
Universidad Mejorada 3,62+ 0,023 356,50 + 0,006 201,00+ 0,005 40,50+ 0,003°

a, b, c, d, e, f: valores con diferentes superindices en cada columna difieren a p < 0,05 (test
de Duncan).

El contenido de cenizas se corresponde con lo reportado por Liang et al. (2012) en

el estudio realizado para cultivares de morera en Jiangsu, China, quienes
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reportaron valores entre 3,48 y 6,75 %. Por otra parte, son similares a los obtenidos
por Lee y Hwang (2017) donde el contenido de cenizas oscilo entre 4,3-8,3% y fue
disminuyendo con el incremento de la maduracion de los frutos de M. alba L. de
una region de Corea.

En cuanto al contenido de calcio y magnesio, los resultados obtenidos para las
variedades en estudio fueron superior a los reportados por Ercisli y Orhan (2007),
Jiang y Nie (2015) y Lee y Hwang (2017), quienes reportaron un contenido de Cay
Mg con valores de 152 y 106 mg/100g; 71 y 32,5 mg/100g y 230 y 100 mg/100g,
respectivamente, sin embargo, se corresponden con los obtenidos por Sanchez-
Salcedo et al. (2015) donde informaron que los valores de Ca oscilaron entre 190-
340 mg/100g y los de Mg entre 120-190 mg/100g, para diferentes clones de esta
especie en Espafa.

El contenido de fosforo fue inferior a los resultados obtenidos por Ercisli y Orhan
(2007) y Sanchez-Salcedo et al. (2015), pero se corresponden con los obtenidos
por Uslu et al. (2017) en estudios realizados con frutos de M. alba L. de dos regiones
de Turquia.

La composicion mineral de las frutas de morera no solo depende de la especie 0
los cultivares, sino también de las condiciones de crecimiento como el suelo, el
clima, las condiciones geograficas, la adicion de fertilizantes y las técnicas de
manejo cultural (Gundogdu et al., 2017).

En este estudio, aunque se determind la presencia de tres elementos en todas las
especies de morera, se encontro un predominio de Ca, seguido Mg y P. El calcio
es un mineral primordial que ayuda al desarrollo de huesos, dientes y musculos
entre otros. Juega un papel fundamental en la secrecion de hormonas y enzimas

que son indispensables para un correcto funcionamiento del organismo. El ion
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calcio y la mayoria de sus compuestos tienen baja toxicidad, mientras que muchas
enzimas requieren el Mg como cofactores y su deficiencia en la dieta esta
relacionada con la cardiopatia isquémica. Por otra parte, el fosforo ligado al calcio,
es también fundamental para gozar de unos huesos fuertes y un sistema muscular
en oOptimo estado. Interviene también en el sistema nervioso y en el
almacenamiento y utilizacion de energia. Tiene varias funciones vitales en el cuerpo
del animal y se relaciona con la secrecion de la leche, el metabolismo de la energia
y el transporte de aminoacidos de los acidos grasos, la sintesis de fosfolipidos y
proteinas. Como resultado, el fosforo esta implicado en el metabolismo celular, el
sistema enzimatico y el sistema de amortiguacion (componente de la saliva).

En el cuerpo del animal un 80 a 86% del fésforo se encuentra en los huesos y los
dientes, el resto se distribuye en los tejidos blandos. El fosforo, como el fosfato, se
absorbe en el intestino delgado, y el proceso de absorcién es mediada por la
vitamina D (Barrios et al., 2010).

La presencia de estos minerales convierte a las frutas de morera en un valioso
producto horticola, en base a su composicion nutritiva beneficiosa que puede ser
considerado para ser incluido en cualquier tipo de dieta (Rodrigues et al., 2019).
Otros estudios han reportado que los frutos de morera no solo presentan
propiedades fisicas-quimicas que le proporcionan una constitucion nutritiva rica y
beneficiosa, sino que presentan ademas una amplia composicion fitoquimica que
presupone que constituyan una fuente de importantes sustancias quimicas

biol6gicamente activas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.2 Caracterizacion fitoquimica y cuantificacion del contenido de
antocianinas y Vitamina C

3.2.1 Caracterizacion fitoquimica por cromatografia en capa delgada (CCD)
La caracterizacion fitoquimica por cromatografia en capa delgada permitio la
identificacion de metabolitos secundarios como, terpenos, alcaloides, flavonoides,
acidos fendlicos, cumarinas y antocianinas en los frutos de las variedades de
morera estudiadas, lo cual se corresponde con lo reportado por Chan et al. (2016)
en cuanto a la composicion fitoquimica de la especie.

A partir del revelado con el reactivo de Lieberman-Buchard, se determind la
presencia de esteroides, terpenos, esteroles y triterpenos, como se muestra en la

figura 2.

Figura 2. Cromatoplacas de silica gel reveladas con el reactivo de Lieberman-
Buchard para deteccién de esteroides, terpenos, esteroles y triterpenos (1: Yu-12;
2. Yu-62; 3: Universidad; 4: Acorazonada; 5: Cubana; 6: Nueva; 7: Universidad
Mejorada; 1 C: Control positivo, lanosterol).

En todas las variedades se observaron bandas a la misma altura en la placa
comparables con la del patron en cuanto a color, aunque menos intensas.
Las cromatoplacas reveladas con el reactivo PMA, especifico para la deteccién de

terpenos, también mostraron manchas Unicas en todas las variedades, menos
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RESULTADOS Y DISCUSION

intensas en cuanto a color con respecto a la obtenida para el compuesto de

referencia (figura 3).

Figura 3. Cromatoplacas de silica gel reveladas con el reactivo PMA para deteccion
de terpenos (1: Yu-12; 2: Yu-62; 3: Universidad; 4: Acorazonada; 5: Cubana; 6:
Nueva; 7: Universidad Mejorada; 2 C: Control positivo, lanosterol).

El revelado con anisaldehido-H2SO4 para la determinacion de saponinas, permitio
identificar bandas mucho mas gruesas que las obtenidas con los otros reveladores
para todas las variedades, pero de color similar a la digitonina usada como patron.
En este caso el compuesto patréon se quedé en el punto de aplicacion,

probablemente debido a la polaridad del sistema de eluciébn como se aprecia en la
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Figura 4. Cromatoplacas de silica gel reveladas con Anisaldehido-H2SO4 para la
deteccion de saponinas (1: Yu-12; 2: Yu-62; 3: Universidad; 4: Acorazonada; 5:
Cubana; 6: Nueva; 7: Universidad Mejorada; C: Control positivo, digitonina).

Por otro lado, las placas reveladas con AICIs para la identificacion de flavonoides,
mostraron bandas fluorescentes similares a la del patron en todas las variedades,
excepto en Universidad Mejorada, que no se pudo determinar la presencia de estas
manchas. En este caso se observo la separacion de dos grupos de compuestos. El

kaempferol, compuesto usado como referencia, eluy6 hasta la parte mas alta de la

placa, probablemente debido a la polaridad del sistema de elucion (figura 5).

Figura 5. Cromatoplacas de silica gel reveladas con AICIs3 para la deteccion de
flavonoides (1: Yu-12; 2: Yu-62; 3: Universidad; 4: Acorazonada; 5: Cubana; 6:
Nueva; 7: Universidad Mejorada; C: Control positivo, kaempferol).

Actualmente, la cromatografia en capa delgada constituye un método muy Util para
la identificacion y separacién de metabolitos de interés debido a su simplicidad y
bajo costo (Yu et al., 2016). Para la identificacion de cada nucleo fitoquimico, el
factor de retencion (Rf) permite complementar la informacion obtenida con la
determinacién de color, forma e intensidad de las manchas en las cromatoplacas
(Silva-Mata et al., 2013).

En la tabla 8 se muestran los valores de Rf de los principales grupos de compuestos

detectados en los extractos de frutos de M. alba L. mediante CCD. En las
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cromatoplacas reveladas con el reactivo de Lieberman-Buchard se apreciaron
bandas con Rf de 0,39 para todas las variedades que se puede comparar con la
obtenida para el lanosterol (0,48), que es un triterpenoide tetraciclico y fue el
compuesto empleado como control.

En cuanto al revelador PMA, al igual que con el revelador anterior, se observaron
bandas homogéneas para todas las variedades con Rf de 0,37. El control presento
un Rf de 0,47, lo que indica la posible presencia de compuestos terpénicos como
saponinas Y fitoesteroles en los extractos estudiados.

En las placas reveladas con anisaldehido-H2SO4 se obtuvieron bandas con Rf de
0,20, mientras que para el compuesto de referencia fue de 0,39. Estos resultados
estan en correspondencia con lo observado con el revelador PMA.

El revelado con AICls permitié identificar bandas con Rf=0,28 y Rf=0,41 para seis
de las variedades estudiadas, lo que indica la presencia de dos grupos de
compuestos de similares caracteristicas. Para la variedad Universidad Mejorada no
se pudieron observar estas manchas, por lo que se reportaron como no
determinadas (nd). En este caso el valor de Rf del patron fue de 0,77.

Tabla 8. Factores de retencion (Rf) de los principales nucleos fitoquimicos
detectados por cromatografia en capa delgada (CCD) de los extractos etandlicos
de frutos de siete variedades de M. alba L.

Nucleos Rf
fitoquimicos Patron | 1 2 3 4 5 6 7

Esteroides, esteroles, | 0,48 |0,39 0,39 |0,39|0,39 | 0,39 | 0,39 | 0,39
terpenos y triterpenos

0,47 |0370,37 037|037 0,37 | 0,37 | 0,37

Terpenos

Saponinas 0,39 | 0,20 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20 | 0,20
0,41,0,41(041/041|0,41|041| nd

Flavonoides 0.77

0,28 10,28 | 0,28 0,28 0,28 0,28 | nd

nd: no detectado
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Los resultados de esta investigacion demuestran la presencia de esteroides,
esteroles, terpenos, triterpenos, saponinas y flavonoides en los extractos etandlicos
de las variedades en estudio, o que se corresponde con los estudios realizados
para otras especies dentro del género. Diaz-Solares et al. (2015) en la evaluacion
cualitativa de metabolitos secundarios en extractos de variedades e hibridos de M.
alba L. de Cuba, obtuvieron cantidades considerables de triterpenos y esteroides,
asi como fenoles y taninos en los extractos de n-hexano, etanol y agua en hojas de
morera, mientras que no fueron detectados quinonas ni alcaloides en los mismos.
Minhas et al. (2016) al evaluar los fitoquimicos presentes en frutos de M. nigra L.
de una region de Pakistan por métodos colorimétricos, demostraron presencia de
taninos, saponinas, alcaloides y glucésidos en los extractos de etanol, metanol,
acetona, cloroformo y éter dietilico de las frutas de esta especie. Sin embargo, no
encontraron aminoacidos libres y la prueba de carbohidratos y proteinas mostro la
presencia de estos en los extractos de metanol y acetona, mientras que no se
encontré en los extractos de cloroformo y éter dietilico.

Otros estudios realizados por Rollando et al. (2019), corroboran la presencia de
flavonoides en frutos de morera por CCD, al igual que en esta investigacion, aunque
obtuvieron valores de Rf superiores. Estos autores plantean que este método
simple y rapido les permiti6 aislar pigmentos de antocianina en frutas de la especie
M. nigra L, donde obtuvieron valores de Rf de 0,81 y 0,82 para un sistema de
elucion de etanol-agua-acido acético a una proporcion (4:5:1), similares al control
positivo. La diferencia entre los valores de Rf pudiera estar asociada a que el
sistema de elucion empleado no fue similar y que los frutos evaluados en ambas

investigaciones pertenecen al mismo género Morus, pero a dos especies diferentes.
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Al respecto, otros autores también han identificado la presencia de estos
compuestos mediante estudios fitoquimicos en otros 6rganos de esta planta.
Agusfina et al. (2019) en el estudio de los extractos etandlicos de corteza de tallos
de M. alba L. por cromatografia de capa delgada no detectaron la presencia de
apigenina en el extracto etandlico. Sin embargo, cuando el extracto fue hidrolizado
con acido se puedo apreciar una banda con valor de Rf=0,826 correspondiente a
la presencia de este flavonoide. Cuando fue cuantificado por HPLC dicho
metabolito, informaron que el extracto etandlico hidrolizado con acido mostro
niveles de apigenina de 0,16% y de 0,04% para el extracto sin hidrolizar, lo que
demostré la efectividad del método de hidrélisis acida para la determinacion de este
flavonoide en dichos extractos.

Por otra parte, Dimitrova et al. (2015) en frutos maduros y hojas de tres especies
de morera: blanca (M. alba L.), negra (M. nigra L.) y roja (M. rubra L.) de la regién
de Plovdiv en Bulgaria, mostraron en el analisis de cromatografia de capa delgada
gue los extractos etandlicos de todas las frutas se caracterizaron por la presencia
de monosacaridos como: glucosa y fructosa con un factor de retencion (Rf = 0,50);
ructooligosacaridos 1l-kestosa a un valor de (Rf=0,37) y nistasa e inulina de
polisacéarido a un valor de (Rf = 0,32). En el caso de los extractos de las hojas de
morera, solo se encontraron fructosa y sacarosa a un valor de (Rf = 0,44). En la
presente investigacion no se realizaron estudios de identificacion de carbohidratos,
pero con estos antecedentes podrian ser metabolitos a tener en cuenta en estudios
futuros.

Segun lo reportado en la literatura han sido identificados los perfiles metabdlicos de
los frutos de M. alba mediante otras técnicas cromatograficas como, cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC), cromatografia gaseosa (CG), cromatografia
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gaseosa acoplada a masas (CG-MS) y espectrofotometria. Lee et al. (2016)
determinaron perfiles metabdlicos completos de frutos de morera (M. alba L.) de
Corea en diversas etapas de maduraciéon por GC-MS y HPLC. En total, identificaron
48 compuestos, entre ellos dos azlcares, dos terpenos y dos cianidinas.
Recientemente, Kwon et al. (2019) en el estudio de extractos de 12 variedades de
fruta de morera coreana identificaron la presencia de flavonoides mediante
cromatografia liquida de alta resolucion y espectrometria de masas. Se identificaron
seis derivados de quercetina por espectrometria de masas (MS), cuatro derivados
de kaempferol y dos nuevos compuestos (morkotina A y morkotina C, derivados de
guercetina) por primera vez en la fruta de morera.

La presencia de los diferentes nucleos fitoquimicos en los extractos etandlicos de
frutos de M. alba L., sugiere la utilizacion de estas frutas como alimento saludable.
Sin embargo, cuantificar el contenido de algunos de estos compuestos aporta una

mayor informacién a tener en cuenta para otros estudios.

3.2.2 Cuantificacion de antocianinas totales (TAC)

Los pigmentos de antocianina en las frutas de morera constituyen una parte integral
de los atributos sensoriales ya que sus niveles y diversas formas pertenecen
directamente a la coloracién del producto final. Se ha afirmado que poseen diversas
propiedades biolégicas, por lo tanto, se consideran metabolitos secundarios con un
valor nutricional potencial (Sanchez-Salcedo et al., 2015; Pham et al., 2017).

El contenido de antocianinas totales (CAT), expresadas como equivalente
cianidina-3- glucosido (mg/100g de extracto) presentd diferencias significativas

entre las variedades (figura 6).
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Figura 6. Contenido de Antocianinas totales en frutos de M. alba L.

La variedad Yu-62 fue la que mayor contenido mostré (96,074 mg/100g), seguido
de Universidad mejorada y Yu-12. La variedad Universidad fue la de menor
contenido de cianidina-3- glucésido (40,745 mg/100g).

Estos valores son similares a los obtenidos por Liu et al. (2004) en el estudio
realizado para diferentes cultivares de M. alba L. de la provincia de Guangdong en
China, donde el contenido total de antocianinas de los cultivares evaluados vario
entre 147,68 y 2725,46 mg/L, equivalente a 14,768-272,546 mg/100g. Se
encuentran también dentro del rango informado por Lee y Hwang (2017), quienes
demostraron que el contenido de antocianinas totales expresado en mg/100g
equivalentes de cianidina-3-glucésido a medida que los frutos maduraron,
aumentaron de 0,0 a 2,0 g/100g equivalente a (0 a 2000 mg/100g).

Asimismo, los resultados obtenidos en este estudio se corresponden con los
obtenidos por Jung et al. (2019), quienes reportaron un contenido de 75,85 mg/100g

de cianidina-3-glucosido; 49,08 mg/100g de cianidina-3-rutindsido y 2,22 mg/100g
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de pelargonidina-3-glucosido para extractos de frutos de M. alba L. de Corea, lo
que representa un contenido total de antocianinas de 127,15 mg/100g.

Por otro lado, Farahani et al. (2019) informaron una variacion del contenido de
antocianinas entre 25,67 a 569,69 mg/100g de cianidina-3-glucésido para los
diferentes genotipos de frutos de M. alba var. nigra de diferentes regiones de la
provincia Markazi en Iran.

Otras variedades con alto valor nutritivo como M. alba cv. legittimo nero, M. alba cv.
nello presentan contenidos de antocinina de 136,6 y 212,2 mg/100g de cianidina-
3-glucésido, respectivamente. Este flavonoide fue el mas abundante en las
variedades analizadas, sin embargo, la especie M. nigra L. mostré menor contenido
de este metabolito con un valor de 18,2 mg de cianidina-3-glucésido/100g de
extracto (Negro et al., 2019).

Sin embargo, dentro de la misma especie (M. alba L.) se han reportado valores
inferiores a los mostrados en esta tesis. Aljane y Sdiri (2016) obtuvieron un
contenido de antocianinas para M. alba L. de 1,35 mg cianidina-3-gluc6sido/100g
en frutos de morera cultivados en regiones aridas de Tunez y para las especies
Morus rubra L. valores de 1,53 mg cianidina-3-glucésido/100g, mientras que, para
M. nigra L. fue de 10,05 mg cianidina-3-glucésido/100g. De igual forma hay estudios
que evidencian contenidos superiores de antocianinas dentro de la misma especie
(M. alba L.) pero en variedades diferentes a la presente investigacion (Kim et al.,
2010 y Bhatt et al., 2016). Estos autores informaron un contenido de antocianinas
de 0,7-1,2 g/100 g en siete cultivares (equivalente a 700,0-1200,0 mg/100g) y 21,97
mg/g (equivalente a 2197,0 mg/100g) de cianidina-3-glucosido en frutos de morera

de la region de Himalaya en la India, respectivamente.
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En otro estudio, Zhao et al. (2018) reportaron valores superiores y un incremento
en el contenido total de antocianinas durante la maduracion del fruto de M. alba var.
cheongil hasta alcanzar un valor de 59,16 mg/g de cianidina-3-glucésido
(equivalente a 5916,0 mg/100g), mientras que, el cultivar M. alba var. turkey no tuvo
presencia. Ambos cultivar estan ubicados en la misma provincia de Corea.

Las diversas condiciones ambientales y las diferencias entre los genotipos inciden
en la acumulacion de estos metabolitos en mayor o menor cuantia en este érgano
de la planta. Las condiciones medioambientales (intensidad de la luz, sequia o
ataque de patdgenos), son los principales estreses que influyen en la acumulacion
de los mismos, lo que podria explicar por qué se encontraron niveles diferentes de
antocianinas en las frutas de las diferentes regiones estudiadas.

A la par de estas investigaciones, otros estudios han demostrado la carencia de
antocianinas (cianidina-3-glucosido) en frutos de M. alba L. Sanchez-Salcedo et al.
(2015) obtuvieron que las antocianinas totales variaron significativamente entre los
clones de M. nigra L. (0,01 mg a 1,88 mg/g), mientras que M. alba L. careci6 de
antocianinas. Por otra parte, Chen et al. (2016) encontraron que las antocianinas
totales de cinco cultivares de M. alba L. en China, son inferiores a 900 ug/g peso
fresco y no se observé antocianina en cultivares como Zhenzhubai, Jiguihua y
Baiyuwang. Bao et al. (2016) informaron en otro estudio realizado con diferentes
cultivares de frutos de morera de China que el contenido de cianidina-3-glucésido
fue de 1,25 g/kg de peso fresco en Morus atropurpurea Roxb cv guangdong y 3,35
g/kg de peso fresco para el cultivar J33. Detectaron, ademas, un contenido de
cianidina-3-rutinésido de 0,25 g/kg en Morus multicaulis Perr. cv guangdong, de
1,50 g/kg para el cultivar Hongguo y no se detectaron trazas de antocianina en

morera blanca. También, Krishna et al. (2018), en el estudio de 10 genotipos de
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frutos de morera de la India observaron que el contenido de cianidina-3-glucésido
vario en el rango de 12,14-19,41 mg/100g para los genotipos de M. rubra L. y M.
leavigata, sin embargo, no se detectd la presencia en los dos genotipos de M. alba
L. estudiados.

La presencia 0 no de antocianinas en frutos de M. alba L., asi como la concentracion
puede ser algo variable, en funcién del cultivar y la maduracion.

La variacién en el contenido de antocianinas puede deberse a la diversidad
genética existente entre las variedades. Se ha reportado que este es uno de los
factores que influye en la variacion de los compuestos fendlicos en las frutas, asi
como el grado de madurez y las condiciones ambientales. Ademas, pueden
atribuirse también a los métodos de extraccion, los métodos analiticos para su
determinacién y a otras condiciones de crecimiento, como la temperatura, la
humedad y la luz (Sanchez-Salcedo et al., 2015, Nati¢ et al., 2015).

Se ha demostrado que las antocianinas, cianidina-3-glucésido y cianidina-3-
rutinésido contribuyen a la reduccién de la obesidad e intervienen en la disminucion
de la invasividad in vitro de las células de cancer de pulmén (Chen et al., 2006).
Ademas de su actividad antioxidante, las antocianinas tienen el potencial de ser
utilizada como ingrediente farmacéutico activo, pues presentan actividades
anticancerigenas (Yan et al., 2017; Thi y Hwang, 2018).

Otros investigadores plantean que las antocianinas tienen una potencialidad como
inhibidoras de varias enzimas, incluidas la monoamino oxidasa A, la tirosinasa, la
a-glucosidasa y la dipeptidil peptidasa-4, asi como la enzima responsable de
enfermedades cronicas y degenerativas. Las actividades de inhibicion enzimatica
de las antocianinas actian sobre la ciclooxigenasa-2, que es responsable de las

respuestas inflamatorias en el cuerpo (Casedas et al., 2017).
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Al analizar los resultados de este estudio y los de investigaciones previas, la
presencia de la antocianina (cianidina-3-glucésido) en los frutos de M. alba L.,
refuerzan el papel de las frutas de morera como posibles fuentes de alimentos
funcionales debido a los diversos efectos biologicos y farmacoldgicos que
presentan. Por otra parte, se hace evidente que las frutas de morera son una fuente
prometedora de pigmentos y antioxidantes naturales potentes que deben

considerarse para su futura explotacion.

3.2.3 Contenido de Vitamina C (acido ascorbico)

El contenido de vitamina C varié significativamente entre las variedades como se
muestra en la figura 7. Los valores oscilaron entre 16,73 y 28,40 mg de acido
ascorbico/100mL de jugo. La variedad Yu-62 fue la que mayor contenido presento,
seguido de la variedad Nueva, Yu-12 y Universidad. La variedad con menor

contenido de Vitamina C fue la Cubana.
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Figura 7. Contenido de vitamina C en frutos de M. alba L. (mg Acido
ascorbico/100mL jugo).
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Estos resultados son similares a los reportado por Gundogdu et al. (2011) quienes
reportan contenidos de Vitamina C con un valor de 24,422 mg de acido ascorbico
/1009 de peso fresco en frutos de M. alba L. de la provincia de Van en Turquia. Por
otra parte, se corresponden con lo reportado por Ercisli y Orhan (2007) para frutos
de esta misma especie de la region Este de Turquia, los que presentaron un
contenido de vitamina C de 22,4 mg de acido ascoérbico/100mL de jugo (equivalente
a igual valor en mg de acido ascorbico/100g), superior a los contenidos de vitamina
C de las especies M. rubra L. y M. nigra L. de la misma region. Krishna et al. (2018)
encontraron una variacion entre el contenido de vitamina C hasta valores de 27,10
mg de acido ascorbico /100g peso fresco para los frutos de morera de la India. Por
otro lado, se han reportado contenidos de vitamina C ligeramente inferiores a los
de las variedades en estudio. Ercisli y Orhan (2008) declararon que el contenido de
vitamina C de las frutas de diferentes genotipos de morera negra en la region
noroeste de Anatolia en Turquia, vario entre 14,9y 18,8 mg/100 mL. De igual forma,
Imran et al. (2010) informaron que los frutos de M. alba L. y M. nigra L. contenian
vitamina C en una cantidad de 15,20 y 15,37 mg de acido asco6rbico/100g,
respectivamente. Eyduran et al. (2015) analizaron los frutos de M. alba L. y M. nigra
L. del Valle de Aras en Turquia y reportaron un contenido de vitamina C para M.
alba L. de 10,12 mg/100 g, Gecer et al. (2016), obtuvieron un contenido de vitamina
C para M. alba L. de 12,74 mg/100g en la region de Anatolia Oriental. Sin embargo,
se reportan otras investigaciones con contenidos superiores de vitamina C.
Gundogdu et al. (2017), en el estudio comparativo realizado entre dos variedades
de M. alba L. procedentes de dos regiones diferentes, encontraron un contenido de
vitamina C para la variedad M. alba L. 24-MRK-01 de Turquia de 18,20 y de 31,34

mg/100g para el cultivar Thengxtang de China. En otro estudio en la region este de
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Anatolia en Turquia Gundogdu et al. (2018) reportaron que el contenido de vitamina
C en cuatro genotipos de M. alba L. vario entre 25,51 y 30,45 mg de acido
ascorbico/100 g de peso fresco, valores muy superiores a los de esta investigacion.
En funcion del contenido de vitamina C, las especies de frutas se pueden clasificar,
en tres grupos (bajo, moderado y alto) y las moras generalmente se ubican dentro
del grupo de contenido moderado de vitamina C (Eyduran et al., 2015).

Diversos autores han comparado el contenido de vitamina C presentes en frutas de
moreras con respecto a otras frutas (Farahani et al., 2019; Balik et al., 2019). Los
reportados en esta tesis para los frutos de M. alba L., expresados en mg de acido
ascobico/100 g, son comparables con frutas como las fresas (47,00 mg/100 g), las
naranjas (33,00 mg/100g) y las uvas (25,00 mg/100g).

Se ha informado, ademas, que mas del 85% de la vitamina C es proporcionada por
las frutas y vegetales, por lo que los resultados de esta investigacion indican que
los frutos de todas las variedades en estudio, pueden promoverse como fuente
natural de acido ascérbico y que las diferencias en términos de contenido de
vitamina C encontradas se debe a las diferencias entre las variedades estudiadas.
La importancia del &cido ascorbico (vitamina C) es atribuida a sus propiedades
como antioxidante hidrosoluble, que al encontrarse abundante en la sangre, esta
involucrado en muchos procesos fisiol6gicos y bioquimicos, lo que favorece la
actividad enzimatica al actuar como cofactor en diferentes reacciones y participar
en el secuestro de varias formas de oxigeno, reduccion de radicales libres, lo cual
frena las reacciones en cadena y prevé dafos en los alimentos, ademas al actuar
en sinergia con la vitamina E evita la oxidacion lipidica inducida por el radical

superoéxido (Oroian y Escriche, 2015).
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El contenido de metabolitos secundarios y sustancias con propiedades
antioxidantes en los frutos de M. alba L. pueden explicar las diferentes actividades
bioldgicas beneficiosas para la salud animal y humana reportada para la especie
hasta la actualidad. La deteccion de esteroides, esteroles, terpenos, triterpenos,
saponinas y flavonoides, asi como, altos contenidos de acido ascoérbico y
antocianinas en los frutos de las siete variedades de morera estudiadas en esta
tesis, presuponen un potencial antioxidante de los mismos. Por ello, una vez
realizado el tamizaje fitoquimico se procedi6 a evaluar la capacidad antioxidante de

los frutos de las variedades en estudio.

3.3 Actividad antioxidante de frutos de morera

La capacidad antioxidante de los frutos puede ser determinada mediante el uso de
diferentes métodos in vitro. Sin embargo, estos ensayos se basan en diferentes
mecanismos de reaccion, por lo que su prediccion dependera tanto de las
condiciones experimentales, como la disponibilidad de los compuestos activos
presentes en el extracto y sus interacciones sinérgicas para producir la respuesta
antioxidante final a nivel celular (Lépez-Alarcén y Denicola, 2013).

En la medicina tradicional se reporta la extraccion de metabolitos de las plantas con
solventes organicos, estas deben macerarse en soluciones hidroetandlicas 6
etandlicas, debido a su baja toxicidad para consumo humano y animal,
considerandose como un procedimiento de extraccion seguro y eficiente. Cada
solvente tiene diferentes capacidades de extraccion y espectro de solubilidad, por
lo que las cantidades de fitocompuestos presentes en uno u otro extracto
dependera de la afinidad de estos con el solvente de extraccion utilizado

(Rampadarath et al., 2016; Kostic et al., 2019). En este estudio se seleccion¢ etanol
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como solvente por su indice de polaridad, su eficiente extraccion de polifenoles y
por la baja toxicidad que presenta.

Se utilizaron los métodos de actividad de captura del radical fosfomolibdato
(capacidad antioxidante total) y la determinacion del contenido de fenoles totales

para evaluar la actividad antioxidante.

3.3.1 Actividad de captura del radical fosfomolibdato (CAT: Capacidad
antioxidante total)

El ensayo de capacidad antioxidante total es un método espectroscopico que
cuantifica la capacidad antioxidante, a través de la formacion del complejo de
fosfomolibdeno. Para la realizacion de este ensayo, se realizO una curva de
calibracion con el objetivo de expresar las mediciones obtenidas de los extractos
evaluados como equivalentes de un compuesto de referencia, en este caso, acido

ascorbico, con un coeficiente de correlacion de 0,9998 (figura 8).
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Figura 8. Curva de calibracion de acido ascorbico para la cuantificacion de la
actividad antioxidante total de extractos etanélicos de frutos de siete variedades de
M.alba.

El método se fundamenta en la reduccién de molibdeno (VI) a molibdeno (V) por

los extractos y la posterior formacién de un complejo verde de fosfato de molibdeno
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(V) a pH écido. Los valores obtenidos indican que todos los extractos presentan
una marcada actividad antioxidante y no se observan diferencias significativas entre
las variedades en estudio como se muestra en la figura 9. La CAT oscilé entre
175,959-229,482 mmol de acido ascorbico/g de extracto y las variedades Yu-12,
Yu-62, Universidad y Nueva mostraron las mejores actividades, a diferencia de la

Acorazonada, Universidad mejorada y la Cubana.
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Figura 9. Actividad antioxidante total de extractos etandlicos de frutos de siete
variedades de M. alba L.

La actividad antioxidante total que muestran los frutos puede deberse a la presencia
de fitoquimicos (taninos, terpenoides, esteroides, saponinas y flavonoides) que
anteriormente se habian identificado de forma cualitativa, asi como a la presencia
de sustancias antioxidantes como la vitamina C.

Sande et al. (2016) en el estudio de la actividad antioxidante total de extractos de
raices de 11 variedades e hibridos de M. alba L. en Cuba, reportaron que el extracto
etandlico fue el que mostr6 mejor actividad antioxidante total de todas las
variedades estudiadas, seguido del extracto acuoso y por ultimo el hexanico. El

valor maximo para los extractos etandlicos de raices, determinado mediante el
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ensayo de captura de radical fosfomolibdato fue de 895 mmol de acido ascérbico/g
de extracto, muy superior al valor maximo de esta actividad para los extractos de
frutos. La actividad antioxidante de las raices fue superior a la de los frutos.

En otras especies, dentro del mismo género, Issa y Abd-Aljabar (2013), evaluaron
por varios meétodos la actividad antioxidante para diferentes extractos de fruta de
M. nigra L. (etandlicos, flavonoide, antocianina y pigmento aislado) y reportaron que
el extracto etanodlico de las frutas exhibié mayor capacidad antioxidante total,
evaluada por el ensayo del radical fosfomolibdato, seguido del extracto de
flavonoide. Los autores plantearon que esta mayor actividad se debe a la presencia
de compuestos fendlicos con propiedades redox, que les permitid actuar como
agentes reductores, donantes de hidrogeno y extintores de oxigeno en estado de
singlete.

Diferentes estudios han indicado también que la capacidad de donacion de
electrones de los compuestos bioactivos esta asociada con la actividad antioxidante
lo que contribuye a reducir los intermedios oxidados de los procesos de
peroxidacién de lipidos, de modo que puedan actuar como antioxidantes primarios
y secundarios (Lee et al., 2015). En nuestra investigacion, los extractos de las
variedades evaluadas demostraron capacidad donadora de electrones, por lo tanto,
pueden actuar como terminadores de la cadena radical y transformar especies

reactivas de los radicales libres en productos no reactivos mas estables.

3.3.2 Contenido de fenoles totales (FT)
Una técnica para la estimacion de fenoles totales en muestras vegetales muy
utilizada es la reaccion con el reactivo de Folin-Ciocalteu. El fundamento de la

reaccion esta basado en la habilidad de los compuestos fendlicos de auto-oxidarse
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con el fin de reducir la mezcla de acidos a un complejo azul, cuantificable
espectroscopicamente (Ocampo et al., 2014).

La curva de calibracion realizada con el objetivo de poder expresar las mediciones
obtenidas de los extractos de cada variedad como equivalentes de un compuesto
de referencia, en este caso, acido galico, mostrd un coeficiente de correlacién de

0,9938 como se muestra en la figura 10.
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Figura 10. Curva de calibracion de acido galico para la determinacién del contenido
de fenoles totales.

El contenido de fenoles totales (FT) de los extractos, expresados en mg de &cido
galico/100g de extracto, oscilaron entre 291,52 y 897,17 mg de &cido galico/100g
de extracto (figura 11). Los niveles mas altos se encontraron en la variedad Yu-62,
seguido de la Universidad, Universidad mejorada, Yu-12, Nueva, Acorazonaday la
variedad Cubana, en ese orden de significacion.

A patrtir del andlisis estadistico se encontraron diferencias significativas entre las

variedades en cuanto al contenido de fenoles totales.
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Figura 11. Contenidos de fenoles totales en los extractos etandlicos de frutos de
siete variedades de M. alba L.

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados por otros
autores. Jin et al. (2017) informaron que el contenido de fenoles totales (FT) en las
frutas de M. alba L. oscil6 entre 0,67-7,70 mg de acido galico/g peso fresco,
(equivalente a 67-770 mg de acido galico/100g de peso fresco) mientras que segun
Farahani et al. (2019) se obtuvieron 134,73-922,64 mg de acido galico/100g peso
fresco. De igual forma, se corresponden a los reportados por Nati¢ et al. (2015) para
otras variedades de morera cultivadas en el norte de Serbia, donde obtuvieron un
contenido de FT que oscil6 entre 43,84 y 326,29 mg de acido galico/100g de peso
fresco. Sin embargo, en otros estudios se reportan contenidos de FT inferiores a
los presentados en esta tesis. Ercisli y Orhan (2007) informaron para moreras de
origen turco (M. alba L.), un contenido de FT de 181 mg de acido galico/100g de
peso fresco, contenido inferior a las especies M. nigra L. y M. rubra L. Ademas, Lou

et al. (2012) encontraron que el contenido de FT en la fruta de morera (M. alba L.)
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vario de 185 a 344 mg de acido galico/100 mg de peso fresco. Estos autores
refieren que, en las frutas con color rojo, los compuestos fendlicos aumentan en las
etapas finales de la maduracion de la fruta, lo que se debe a la acumulacion maxima
de flavonoles y antocianinas.

Sin embargo, en otras investigaciones, se encontraron valores mas altos de FT que
en las variedades de esta investigacion. Lin y Tang (2007) e Imran, et al. (2010)
reportaron FT en la fruta de morera con una variacion entre 1516,0 y 1650,0 mg de
acido galico/100g peso fresco, respectivamente para ambos estudios. Sanchez-
Salcedo et al. (2015), informaron un contenido fendlico total para diferentes clones
de M. alba L. cultivados en Espafia con una variacion de 7,7 a 11,2 mg de acido
galico/g peso fresco, equivalente a 770-1120 mg de acido gélico/g de peso fresco,
contenido que fue mas bajo que los encontrados en los clones de M. nigra L. La
autora refiere que las diferencias genéticas, el medio ambiente y las etapas de
madurez influyen en los compuestos fendlicos de la fruta y en la sintesis de otros
metabolitos secundarios y que, ademas, la variacién puede estar asociada con los
métodos de extraccion.

Segun indic6 Dhiman et al. (2019), existe gran variacibn en cuanto a la
concentracion de metabolitos secundarios en las diferentes partes de las plantas,
pues no presentan un patron de maxima produccion ni 6rganos especiales de
almacenaje. En estudios realizados en Cuba, Prieto (2015) reporté que en los
extractos etanolicos de las hojas de tres variedades de M. alba L. (Tigreada,
Universidad y Yu-62), hubo presencia de compuestos fendlicos y que la variedad
Yu-62 fue la de mayor concentracion, superior a 0,600 g de acido géalico/100g de
extracto. Por otra parte, Garcia (2003) detect6 altos contenidos de fenoles totales

mediante métodos cualitativos en las hojas de la variedad Tigreada y se report6 por
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Sande et al. (2016) en el estudio de 11 variedades de M. alba L. (Cubana,
Indonesia, 1Z 13/6, 1Z 15/7, 1Z 40, I1Z 56/4, 1Z 64, Murcia, Tigreada, Universidad, Yu-
12 y Yu-62), que los extractos etandlicos de las raices presentaron las mayores
concentraciones de compuestos fendlicos (9,85 g de acido galico/100g de extracto),
seguido por los extractos acuosos y por ultimo los extractos hexanicos. Al
comparar, los contenidos de fenoles totales de los extractos etandlicos de hojas,
frutos y raiz de los estudios realizado en Cuba, se aprecia un mayor contenido de
fenoles totales en las raices, seguida las hojas y por ultimo los frutos. De manera
similar Sanchez-Salcedo (2017), reportd en el estudio realizado para diferentes
clones de M. alba L. y M. nigra L. en Espafia, que el contenido de FT en hojas fue
superior al de los frutos y que los FT fueron superior en la especie M. nigra L.

Los fenoles se conocen como los compuestos responsables del aroma y color de
muchas frutas. Esto se debe a que durante el proceso de maduracion se acumulan
en las vacuolas muchos compuestos secundarios productos del metabolismo de
los fenilpropanoides, entre ellos, pigmentos, antocininas, flavonoides y fenoles. Gol
et al. (2009) reportaron una variacion en el contenido de antocianinas en frutos de
morera de 2,80 mg/100 g en la etapa juvenil a 31,85 mg/100 g en la etapa de post-
maduraciéon. Este aumento estuvo acompafiado de un incremento en el contenido
de azucares solubles, azlcares reductores y fenoles totales durante la etapa de
maduracion de los frutos. Es por ello que pequefios cambios en el metabolismo de
los fenoles, que impliquen un incremento de estas moléculas, podria afectar
severamente muchos procesos esenciales para el crecimiento normal y el
desarrollo de las plantas (Jyothi et al., 2014).

A pesar de las diferencias existentes en los contenidos de fenoles totales de las

variedades en estudio, los resultados de esta investigacion mostraron que los frutos

72



de morera podrian ser buenas fuentes de constituyentes fendélicos y merecen una
atencion especial centrada en el estudio de su perfil fitoquimico debido a sus
propiedades beneficiosas para la salud.

La presencia de compuestos fendlicos, incluidas las antocianinas, los flavonoides y
los acidos fendlicos puede contribuir de forma y proporcion diferente en la actividad
antioxidante de las frutas y se ha demostrado la existencia de altas correlaciones

entre estos indicadores (Rodrigues et al., 2019; Belwal et al., 2019).

3.3.3 Correlacion entre la capacidad antioxidante total, el contenido de fenoles
totales, de antocianinas y de vitamina C de los extractos etandélicos de frutos
de M. alba L.

Numerosos estudios han reportado la correlacion existente entre la actividad
antioxidante in vitro con el contenido de compuestos fendlicos y otras sustancias
secuestradoras de radicales libres (Koss et al., 2019). Sin embargo, Stinco et al.
(2015) destacaron que los resultados de muchas variables que se correlacionan
pueden variar, ya que dependera de varios factores, como el tipo de compuesto, la
estructura quimica, los efectos sinérgicos y las condiciones especificas aplicadas.

Con respecto a ello, se pudo encontrar (tabla 9) que la correlacién fue altamente
significativa (p < 0,01) y positiva entre los indicadores capacidad antioxidante total
(CAT) y los fenoles totales (FT) (r=0,621); asi como para la CAT y el contenido de
vitamina C (r=0,723).

También se determind que correlacion positiva (p < 0,05) entre los FT y
antocianinas (r=0,436), al igual que para esta ultima variable y el contenido de

vitamina C (r=0,523).
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Tabla 9. Matriz de correlaciones.

Indicador CAT FT Antocianinas Vitamina C
CAT -
FT 0,621** -
Antocianinas 0,231 0,436* -
Vitamina C 0,723** 0,523* 0,289 -
**p<0,01
*p <0,05

Estos resultados se corresponden con lo reportado por Farahani et al. (2019). Por
otro lado, Krishna et al. (2018) encontraron una correlacion positiva entre el
contenido de antocianinas con la capacidad antioxidante medida por CUPRAC
(capacidad antioxidante de reduccion del i6n cuprico) de 0,95 y el FRAP (ensayo
del poder reductor férrico) de 0,96. Asimismo, informaron una alta y positiva
correlacién entre el contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante (0,88 para
CUPRAC y FRAP, respectivamente).

Varios autores han reportado una correlacion alta y positiva entre el contenido de
fenoles totales, antocianinas y la actividad antioxidante total. Nati¢ et al. (2015)
informaron buena correlacién entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante, evaluada mediante el ensayo del poder reductor (PR) y el método de
actividad de eliminacion del radical anion superéxido (SAS), con una correlacion de
0,838 y 0,933, respectivamente. Sin embargo, la correlacion fue moderada cuando
se evalud con el método de habilidad de quelacion metales (MCA) y ninguna
correlacion con el ensayo del radical 2,2 difenil-1-picrilhidracil (DPPH").

De manera similar, Shivashankara et al. (2010) reportaron una fuerte correlacion
entre las antocianinas y la capacidad antioxidante medida por el ensayo del poder
reductor férrico (FRAP), atribuido a la presencia de antocianinas como principal

responsable de la mayor actividad antioxidante. Sin embargo, los autores
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obtuvieron que la capacidad antioxidante, evaluada por el ensayo de captacion de
radicales DPPH®, mostr6 una mejor relacion con el acido ascoérbico que cualquiera
de los restantes fendlicos.

Kobus-Cisowska et al. (2020) en el estudio del potencial antioxidante y la
composicién principal de polifenoles en diferentes extractos de frutos de M. alba L.,
informaron que los extractos de acetona presentaron alta capacidad de eliminacion
de radicales DPPH'y una correlacion positiva entre el efecto antioxidante DPPH" y
los flavonoides totales (r=0,63), rutina (r=0,69) y é&cido ferdlico (r=0,78). Estos
autores refieren que la actividad antioxidante de los polifenoles puede dar como
resultado propiedades redox, que desempefian el papel de agentes reductores o
donantes de atomos de hidrégeno. En consecuencia, pueden actuar como
constituyentes de quelatos metélicos o pueden eliminar los radicales libres (Zhang
et al., 2018).

En otras especies dentro del mismo género también se han reportado la existencia
de correlaciones positivas entre la actividad antioxidante y el contenido de
flavonoides y compuesto fendlicos. Hosseini et al. (2018) encontraron en el estudio
realizado con frutos de M. nigra L. una correlacion positiva entre el contenido de
flavonoides y los compuestos fendlicos (r=0,94). Ademas, la actividad antioxidante
mostré correlaciones positivas con el contenido de compuestos fenélicos (r=0,80) y
el contenido de flavonoides (r=0,80).

Por otro lado también, se ha reportado que, dentro de los compuestos fendlicos, los
acidos fendlicos constituyen fitoquimicos con marcada influencia en la capacidad
antioxidante de las frutas y verduras. Estos acidos actuan como inhibidores de la

generacion de radicales libres, pues son capaces de aumentar la actividad catalitica
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de las enzimas enddgenas que participan en la neutralizacion de los radicales libres
(Jin et al., 2017).

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, las variedades de M. alba L.
no mostraron un comportamiento similar de actividad antioxidante segun los
diferentes métodos evaluados. Aspecto que, puede atribuirse a que cada
componente fendlico puede contribuir de forma y proporcion diferente con la
actividad antioxidante y que la correlacion no solo depende de la concentracion y
la calidad antioxidante, sino también de su interaccion con otros metabolitos
presentes en los extractos. Sin embargo, se demuestra una correlacion positiva
entre los indicadores en estudio y una marcada actividad antioxidante en todas las
variedades debido al elevado contenido de antocianina (cianidina-3-glucosido),
vitamina C, asi como de otros metabolitos secundarios.

La actividad antioxidante es la principal linea de defensa contra los radicales libres
formados como subproducto del metabolismo celular. La amplia gama de
antioxidantes que se encuentran en los frutos de morera significa que pueden
neutralizar estos radicales libres, por lo que resulta beneficioso para la salud
humana y animal. Ademas de posibilitar formas nuevas y seguras de antioxidantes

naturales para ser incorporados en alimentos funcionales y nutracéuticos.
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CONCLUSIONES
- La variedad Yu-62 mostré los valores mas elevados en la mayoria de las

propiedades fisicas y quimicas estudiadas.

- Los extractos etanodlicos de los frutos de M. alba L. de todas las variedades
contienen una amplia diversidad de metabolitos, entre ellos, esteroides, esteroles,

terpenos, triterpenos, saponinas y flavonoides.

- Los frutos de M. alba L. presentan elevados contenidos de antocianinas y vitamina

C. La variedad Yu-62 presento las mayores concentraciones de estos compuestos.

- Los extractos etandlicos presentaron elevada actividad antioxidante, lo cual esta
fuertemente correlacionado con el alto contenido de fenoles totales, de antocianinas

y de vitamina C presentes en los frutos.

-Los frutos de M. alba L. constituyen antioxidantes naturales debido a la presencia
de fitoquimicos y compuestos biactivos con efectos biolégicos y farmacoldgicos
importantes en la nutricion y la salud animal, por lo que podria considerarse su

inclusion en cualquier tipo de dieta.
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RECOMENDACIONES

- Determinar el contenido de proteinas, carbohidratos solubles totales y
azucares reductores en todas las variedades.

- Realizar nuevas investigaciones con énfasis en la determinacion de otras
actividades biologicas que puedan estar relacionadas con mecanismos
antioxidantes de los frutos de M. alba L.

- Estudiar in vivo la toxicidad de los extractos de frutos de morera.

- Promover la plantacién a gran escala de las especies de M. alba L. a partir
de las potencialidades que presentan sus frutos para prevenir numerosas
enfermedades provocadas por exceso de radicales libres tanto en animales
como en el hombre.

- Utilizar la informacion de esta tesis como material de consulta en futuras

investigaciones y para estudiantes de pregrado y posgrado.

78



NOVEDAD CIENTIFICA

e Es la primera vez que se reporta en Cuba un estudio comparativo desde el
punto de vista fisico, quimico, bromatolégico y antioxidante de los frutos de
diferentes variedades de M. alba L.

e Se aportan nuevos conocimientos para la explotacion integral de M. alba L.
como planta multipréposito y de interés para la alimentacion y la salud animal
y humana.

e Se asientan las bases para la realizacion de futuras investigaciones en las

gue se incluyan los frutos de morera.
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