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Resumen
El procesamiento de frutas y verduras genera alrededor de 1,3 billones de toneladas por año de residuos a lo 
largo de toda la cadena de producción. Con el propósito de agregar valor a los residuos de mora provenientes 
de una despulpadora de un mercado local, se determinó la capacidad antioxidante y antibacteriana con 
tres cepas de bacterias. Los residuos presentaron una alta cantidad de la antocianina cianidina-3-rutinosido 
(2520 mg/kg de muestra) mediante el análisis del sistema de cromatografía líquida de ultra alta resolución 
(UHPLC), una acidez titulable de 1,28 %, un pH ácido 3,23 y un contenido de cenizas de 0,45 %. El extracto 
hidrometanólico 80:20 % (v/v) presentó la mayor capacidad antioxidante por el método DPPH (40,53 µmol 
equivalente trolox, TE), mientras que el extracto liofilizado mostró la mayor capacidad antioxidante por el 
método del ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS) (60,31 µmol equivalente trolox, TE). 
La actividad antibacteriana dependió de la cantidad del extracto hidrometanólico y del tipo de cepa (las Gram 
positivas fueron más sensibles), siendo S. aureus la bacteria más sensible (15,3 mm a 8 mg/mL de extracto). S. 
aureus y E. coli presentaron una sensibilidad alta respecto a la concentración mínima inhibitoria (MCI) (3 mg/
mL y 4 mg/mL, respectivamente).

Palabras clave: ABTS, alimentos nutraceúticos, aprovechamiento de residuos, DPPH, residuos de mora.

Abstract
Fruit and vegetable production generate around 1.3 billion tons per year of waste throughout the entire 
production chain. To add value to blackberry residues, the antioxidant and antibacterial capacity was 
determined with three strains of bacteria. The residues showed a high amount of the anthocyanin cyanidin-3-
rutinoside (2520 mg/kg of the sample) by UHPLC analysis, titratable acidity of 1.28 %, an acidic pH 3.23, and a 
content of ashes of 0.45 %. The 80:20 % (v/v) hydromethanolic extract presented the highest antioxidant capacity 
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by the DPPH method (40.53 µmol Trolox equivalents, TE), while the lyophilized extract presented a superior 
antioxidant capacity by the ABTS method 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (60.31 µmol Trolox 
equivalents, TE). Antibacterial activity was dependent on the concentration of the hydromethanolic extract and 
the type of strain (Gram-positive were most sensitive than Gram-negative), with Staphylococcus aureus being the 
most sensitive bacteria (15.3 mm at 8 mg/mL of extract). S. aureus and Escherichia coli presented a high sensitivity 
concerning the MCI (3 mg/mL and 4mg/mL, respectively).

Keywords: ABTS, DPPH, nutraceutical foods, waste added-value, blackberry waste.

1. Introducción
A nivel global, se calcula que se pierden 1,3 billones de toneladas anuales de alimentos producidos (Vilariño; 
Franco; Quarrington, 2017; Xue; Liu, 2019; Abbade, 2020). Las pérdidas pueden ocurrir en cualquier etapa a 
lo largo de toda la cadena de producción, desde la etapa de producción agraria hasta el consumo por parte 
del cliente final. Se calcula que en la etapa de producción se pierde entre un 24 % y un 30 % de los alimentos 
producidos, mientras que en poscosecha se pierden alrededor de un 20 % y en la etapa de consumo un 30 % - 
35 %, siendo las frutas y verduras (44 %) los alimentos que más se pierden (Vilariño et al., 2017). Los productos 
vegetales, especialmente las frutas, poseen una variedad de compuestos químicos que actúan como agentes 
antioxidantes, sustancias que pueden neutralizar, prevenir o retrasar gran parte del proceso de oxidación 
(Cheok et al., 2018; Ben-Othman; Jõudu; Bhat, 2020). La presencia de las vitaminas C, E y otros compuestos 
bioactivos son los principales antioxidantes presentes, siendo los fenoles el grupo más importante y prominente 
que actúan de forma directa e independiente del sistema enzimático (Coronado; Vega; Gutiérrez; Vázquez; 
Radilla, 2015). Los grupos hidroxilo de los compuestos fenólicos son los principales secuestradores de los 
radicales libres durante el proceso oxidativo (Mosquera; González; Cortés; Camargo, 2016; Zeb, 2020).
	
	 La prevención de enfermedades respiratorias, carcinogénicas, neurológicas, cardiovasculares y 
la disminución del envejecimiento son consecuencia del atrapamiento de los radicales libres y las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) por parte de los compuestos fenólicos (Mosquera et al., 2016; Samaniego et al., 2020), 
atribuyéndoseles un efecto benéfico en la prevención de enfermedades (Kuskoski; Asuero; Troncoso; Mancini-
Filho; Fett, 2005). Por otra parte, los antioxidantes de los alimentos aumentan su estabilidad de protección frente 
al deterioro por la acción de los ROS y aportan antioxidantes esenciales al organismo, complementando los 
niveles que el cuerpo humano produce y previniendo algunos de los procesos de oxidación celular (Vilaplana, 
2007; Daza; Murillo; Pardo, 2015; Mahmoud; Abdelrazek, 2019; Xu; Hu; Wang; Cui, 2019).

	 Investigaciones científicas revelan la importancia del consumo de frutas, ya que constituyen la principal 
fuente de antioxidantes, además, una gran parte de estos frutos contienen compuestos capaces de inhibir o 
eliminar el desarrollo de microorganismos patógenos que pueden generar una alternativa para la conservación 
de alimentos de origen natural (Kizilkaya; Cevik; Turker, 2013; Laganà et al., 2019; Villalobos-Delgado; Nevárez-
Moorillon; Caro; Quinto; Mateo, 2019). Por tal motivo, hay un interés creciente en la industria alimentaria y en 
la investigación científica de fuentes de antioxidantes naturales, que protejan la salud de manera segura.

	 La mora (Rubus glaucus benth) es uno de los géneros más diversos de plantas y se distribuye en todo el 
mundo (Martínez-Cruz et al., 2011). En Colombia se estima una producción de 94.151 toneladas anuales, lo que 
corresponde a la producción de unas 28.000 toneladas anuales de residuos de mora (López-Vásquez; Castaño-
Zapata; Marulanda-Ángel; López-Gutiérrez, 2013; Rodríguez; Villegas, 2015). Su importancia nutricional radica 
en que los frutos de las especies del género Rubus contienen minerales, vitaminas y compuestos fenólicos a los 
cuales se les reconoce como agentes quimiopreventivos (Martínez-Cruz et al., 2011). 

	 La capacidad antioxidante se estudia por diversas metodologías ampliamente conocidas, como son la 
del ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS), la del  2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), la 
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de la N,N-dimetil-ρ-fenilenediamina (DMPD), la de la capacidad de absorber el radical oxígeno (ORAC) y el 
ensayo del poder antioxidante reductor del hierro (FRAP) (Kuskoski et al., 2005). El método DPPH se considera 
como una metodología de determinación indirecta de la capacidad antioxidante, al estudiar la inhibición o 
disminución del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo al reaccionar con sustancias donadoras de H+ (Cerón; 
Higuita; Cardona, 2011). Por otra parte, la generación del radical DPPH es rápida y sin previas preparaciones, 
mientras que la generación del radical ABTS requiere el uso de agentes químicos (dióxido de manganeso, 
persulfato de potasio), enzimáticos (peroxidasa, mioglobulina) o vía electroquímica (Kuskoski et al., 2005).

	 El método ABTS monitorea la desaparición del catión ABTS●+ cuando distintas moléculas lo atrapan al 
reaccionar (Cerón et al., 2011). Además, distintas bandas de absorbancia hacen que sea más amplia la cantidad 
de compuestos que se pueden estudiar (414, 654, 754 y 815 nm en medio alcohólico) gracias a una menor 
interferencia, a diferencia del DPPH que presenta su máximo de absorbancia únicamente a 515 nm (Kuskoski et 
al., 2005).

	 El 70 % de las enfermedades gastrointestinales se les atribuye a alimentos contaminados con 
microorganismos tales como E. coli, B. cereus y S. aureus., debido, principalmente, a la contaminación cruzada o 
el deterioro de los alimentos (Venegas del Castillo; Vásquez-Valles, 2016; Gordillo, 2019; Maes et al., 2019; Marin; 
Rodríguez; Minier; Zayas; Soler, 2020; Odeyemi; Alegbeleye; Strateva; Stratev, 2020).

	 La bacteria E. coli está asociada a enfermedades gastrointestinales producto del consumo de alimentos 
contaminados por falta de higiene y prácticas inadecuadas de procesamiento y conservación (Argote et al., 2017). 
S. aureus es una de las bacterias patógenas que más enfermedades causa a nivel circulatorio y gastrointestinal, 
generalmente, como una consecuencia de la mala manipulación de alimentos (Zendejas-Manzo; Avalos-Flores; 
Soto-Padilla, 2014). B. cereus por su parte, genera numerosas toxinas a partir de alimentos contaminados con 
cantidades de 105 a 108 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de alimento (Sánchez; Correa; 
Castañeda-Sandoval, 2016).

	 Se debe tener en cuenta que la susceptibilidad bacteriana y los resultados del estudio de la capacidad 
antibacteriana, dependen en gran medida del método usado, de las cepas, el grado de solubilidad de los 
compuestos, entre otras, por lo cual deben ser tenidos en cuenta a la hora de ser seleccionados para el análisis 
de la actividad (Ramírez; Castaño, 2009). Los métodos utilizados se clasifican en métodos de dilución y método 
de difusión. Las técnicas que emplean la difusión de los compuestos son las más útiles para evitar que la 
solubilidad de los compuestos sea un factor limitante en el análisis (Ramírez; Castaño, 2009). 

	 En este trabajo se evaluó la actividad antioxidante del extracto etanólico, hidrometanólico y liofilizado 
por dos métodos (DPPH y ABTS) y la actividad antimicrobiana del extracto hidrometanólico, empleando el 
método de difusión en agar contra tres microorganismos patógenos. 

2. Materiales y métodos
Los residuos de mora fueron obtenidos de una distribuidora y despulpadora de frutas y verduras ubicada 
en el barrio Santa Elena de la ciudad de Cali, situada en la región sur del Valle del Cauca, en las coordenadas 
3°27′00″N, 76°32′00″O. Los residuos son una mezcla de semillas, cáscara, y pulpa de la fruta. Las muestras se 
conservaron en un congelador de -20 °C (Barnstead/Lab-line, Waltham, Massachusetts, U.S.) hasta su utilización. 
Todos los reactivos y solventes fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Palo Alto, California, U.S.) y se usaron sin 
previa purificación. 
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2.1. Caracterización fisicoquímica
La caracterización fisicoquímica de los residuos de mora se realizó con base en los métodos oficiales de análisis 
(AOAC). Los parámetros evaluados fueron: pH método 981,12; sólidos solubles método 932,12; humedad 
método 930,12; cenizas método 940,26 y acidez titulable método 942,15. 

2.2. Preparación de los extractos etanólico, hidrometanólico y liofilizado
Los extractos se realizaron según la metodología propuesta por López et al. (2015). Se maceró los residuos de 
mora con un mortero. En un vaso de precipitados, se agregó 10 g de los residuos anteriormente macerados y 
se añadieron 30 mL de mezcla hidrometanólica (80:20 v/v) los cuales, se extrajeron durante 10 minutos. Luego 
se procedió a centrifugar a 4.000 rpm durante 20 min a 4 °C. Seguidamente, el sobrenadante se filtró y se 
transfirió a un matraz de fondo redondo, y, finalmente, se evaporó a sequedad usando evaporación a presión 
reducida en un rotaevaporador (Heidolph, Rotary Evaporators/Hei-VAP US). En el segundo procedimiento se 
mezclaron 10 g de los residuos macerados con 30 mL de etanol. Se procedió a centrifugar a 4.000 rpm x 20 min 
a 4 °C, y, seguidamente, el sobrenadante se filtró y se transfirió a un matraz de fondo redondo. Se evaporó a 
sequedad usando un evaporador rotativo. El extracto liofilizado se preparó adicionando 10 g de los residuos 
de mora previamente macerados en tubos Falcon, los cuales fueron completados hasta un volumen de 30 mL 
con agua destilada, que después fueron congelados en un congelador de -20 °C (Barnstead/Lab-line, Waltham, 
Massachusetts, U.S.) por 24 horas. Posteriormente, los tubos se ubicaron en un liofilizador (Labconco Freezone 
4.5, Labconco Corporation, Kansas City, MO, USA) a una presión de 12 Pa y a −52 °C por 48 horas hasta sublimar 
completamente el agua de los residuos y dejarlos completamente secos para su posterior uso.

2.3. Caracterización de compuestos antioxidantes por cromatografía líquida de 
ultra alta resolución (UHPLC)
La preparación de la muestra consistió en secar a evaporación el extracto original de los residuos de mora 
(extractos obtenidos luego de macerar con mortero y evaporados a sequedad en rotaevaporador) y posterior 
redisolución en una mezcla hidrometanólica al 0,3 % en ácido acético (1:1 v/v). El extracto de residuos de mora 
fue analizado en un equipo cromatográfico líquido de ultra alta eficiencia (UHPLC, Dionex Ultimate 3000, Thermo 
Scientific, Sunnivale, CA, EE.UU.), equipado con una bomba binaria de gradiente (HP G3400RS), un inyector 
automático de muestras (WPS 300TRS) y una unidad termostatada para la columna (TCC 3000) y acoplado a 
un analizador de masas (Orbitrap), usando una columna Hypersil GOLD Aq (Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, 
EE.UU; 100 × 2.1 mm, 1.9 µm de tamaño de partícula) a 30 °C. La fase móvil consistió en una solución acuosa 
de 0,2 % de formiato de amonio (A) y acetonitrilo con 0,2 % de formiato de amonio (B), con un gradiente que 
cambió linealmente en 8 minutos desde 100 % de A hasta 100 % de B. La identificación de los compuestos se 
realizó con el cromatograma de iones extraídos (EIC), medición de masas exactas (µppm < 0,001) y usando una 
solución estándar de antioxidantes y alcaloides de Sigma-Aldrich).

2.4. Determinación de la capacidad antioxidante por el método DPPH●

Se realizó usando el método desarrollado por Brand-Williams (Kuskoski et al., 2005). El reactivo DPPH (2,2–
difenil-1- picrilhidracilo) se preparó disolviendo 1,0 ± 0,1 mg en 100 ± 0,02 mL de metanol anhidro, en un 
frasco ámbar, para obtener una concentración de 10 mg/L. El reactivo se ajustó por dilución con metanol a 
una absorbancia de 0,70 ± 0.02 en una longitud de onda de 517 nm, dejándose en ausencia de luz hasta su 
utilización. Se tomaron 50 mg de la muestra en un tubo eppendorf y se llevó a 1 mL con metanol absoluto. 
Posteriormente, se centrifugó durante 1 minuto a 1800 rpm con el objetivo de tener una muestra homogénea. 
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Las medidas de absorbancia a 517 nm se realizaron pasados los 30 minutos después de añadir la muestra. A 
partir de las absorbancias obtenidas se realizó una curva de calibración determinando el porcentaje de inhibición 
y la capacidad antioxidante de cada extracto expresando su resultado en Trolox (antioxidante de referencia, 
análogo de la vitamina E).

2.5. Determinación de la capacidad antioxidante por el método ABTS●+

Inicialmente se disolvió 38,4 ± 0,1 mg de ABTS (ácido 2,2´-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico), en 10 
mL de agua desionizada para obtener una solución de concentración 7 mM. Posteriormente, se preparó una 
solución de persulfato de potasio (K2S2O8) 2,45 mM disolviendo 66,2 mg de persulfato de potasio en 100 mL 
de agua desionizada. Seguidamente, se mezcló 10 mL de la solución ABTS y 10 mL persulfato de potasio en 
un frasco oscuro. La mezcla se incubó a temperatura ambiente y en ausencia de luz durante 16 h; una vez 
formado el radical, fue diluido en etanol hasta alcanzar una absorbancia de 0,70 ± 0,2 a 754 nm. El radical ABTS●+ 

formado se mezcló con el extracto a diferentes concentraciones. El porcentaje de inhibición se obtuvo a través 
del uso de una curva de calibración basada en Trolox. Los resultados se expresaron en unidades de µmol Trolox 
equivalente/g de residuos de mora.

2.6. Determinación de la actividad antimicrobiana

2.6.1. Microorganismos y medios de crecimiento
La actividad antimicrobiana del extracto hidrometanólico de mora se evaluó contra dos bacterias Gram positivas 
(Staphylococcus aureus ATCC29213 y Bacillus cereus ATCC11788) y una bacteria Gram negativa (Escherichia coli 
ATCC25922) obtenidos del banco de cepas del Departamento de Ciencias Básicas de la Universidad Santiago 
de Cali y la cepa de Bacillus cereus ATCC 11788 donada por el Departamento de Biología de la Universidad del 
Valle.

2.6.2. Preparación del inóculo
Con un asa bacteriológica se tomó una colonia bien aislada del mismo tipo morfológico y se inoculó en 5 mL 
de caldo tripticasa de soya. Posteriormente, se incubó hasta visualizar una ligera turbidez. La concentración de 
bacterias se ajustó con caldo hasta obtener una turbidez visualmente comparable a un patrón de 0,5 en la escala 
de Mac Farland equivalente a 5x108 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL.

2.6.3. Preparación del medio
El medio Mueller-Hinton se preparó, de acuerdo con las especificaciones del fabricante. El medio preparado 
se esterilizó en autoclave a una temperatura de 121 °C por 15 min y, finalmente, se distribuyó en cajas de Petri 
estériles de manera equivalente. El medio preparado se conservó en refrigeración hasta su utilización teniendo 
en cuenta no exceder 7 días desde su preparación.
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2.6.4. Ensayo de difusión en disco
Se realizó con base en la metodología del Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad del National Committee for 
Clinical Laboratory Standards, (NCCLS) enunciado por Kirby-Bauer. Se sumergió un hisopo de algodón estéril 
dentro de la suspensión del microorganismo en estudio previamente estandarizado y se sembró el inóculo 
uniformemente sobre la superficie del medio. Una vez la superficie del medio se encontraba seca, se procedió 
a colocar los discos con una pinza estéril. Cada caja de Petri contenía un disco según la dilución (2 mg/mL; 4 
mg/mL; 6 mg/mL y 8 mg/mL) del extracto hidrometanólico. Como control positivo, se realizó una dilución para 
cada antibiótico, de acuerdo a la bacteria en estudio (S. aureus-cefalexina 3mg/mL; E. coli-ampicilina 1 mg/mL y 
B. cereus-vancomicina 3mg/mL), del cual se tomaron 10 µL y se llevaron al sensidisco. Como control negativo, 
se usó agua destilada con la que se realizó las diluciones. Finalmente, se incubaron las cajas Petri a 35 °C. Los 
resultados se visualizaron 24 horas después de incubación.

2.6.5. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (MIC)
Este método se llevó a cabo por la técnica de dilución. Para cada bacteria se tomaron tubos de ensayo, los 
cuales contenían 4 mL de caldo tripticasa de soya y concentraciones crecientes de extracto. En cada tubo de 
ensayo se inoculó un número definido de células bacterianas (1,5x104 UFC/mL), a partir de una solución patrón 
de 1,5x108 UFC/mL (0,5 escala MacFarland), previamente estandarizada con caldo tripticasa de soya estéril e 
incubadas por 24 horas a temperatura óptima de crecimiento. Posteriormente, se verificó la absorbancia con 
ayuda de un espectrofotómetro a 545 nm y, finalmente, todos los tubos de ensayo se incubaron durante 9 horas 
para la bacteria. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizó la lectura de cada tubo para determinar en 
cuáles de ellos se inhibió el crecimiento del microorganismo. La presencia de turbidez o sedimentación indica 
el crecimiento, es decir, generaría un aumento en el valor de la absorbancia de la solución contenida en el tubo 
y un valor menor o igual indica la inhibición por parte del antimicrobiano. El valor de la concentración mínima 
inhibitoria (MIC) fue determinado por el tubo de ensayo de menor concentración de extracto que inhibió el 
desarrollo in vitro del microorganismo.

2.6.6. Análisis estadístico
Los experimentos se realizaron por triplicado y sus resultados fueron expresados como valores promedio ± 
desviación estándar. Con el fin de evaluar si existían diferencias significativas en los resultados obtenidos para 
la susceptibilidad bacteriana, se presentan las pruebas de significancia estadística (contrastes para evaluar 
diferencias entre grupos) según cumplimiento de supuestos para su aplicación. Las pruebas se desarrollaron 
haciendo uso del software estadístico R-3.2.5, herramienta de análisis estadístico de libre distribución.

	 Prueba de Hipótesis:
	
	 H0: No existen diferencias en variable por nivel de concentración (μ2 = μ4 = μ6 = μ8)
	 H1: Si existen diferencias en variable en al menos un nivel de concentración.
	 *Prueba de Hipótesis solo para susceptibilidad antimicrobiana.
	 El valor obtenido en la significación permite decidir si se rechaza o no la hipótesis.
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3. Resultados y discusión

3.1. Caracterización fisicoquímica
Los resultados obtenidos en las variables del análisis proximal de los residuos correspondientes a una mezcla 
de semillas, cáscara y pulpa de Rubus glaucus Benth, se encuentran dentro del rango para frutos maduros Tabla 
1.

Tabla 1. 
Caracterización fisicoquímica de los residuos de mora Rubus glaucus benth con base en los métodos oficiales de análisis 
(AOAC)

Variables Promedio Desviación estándar CV

Acidez titulable (%) 1,28 0,04 3 %

Cenizas (%) 0,45 0,0004 9 %

Humedad (%) 86,0 0,005 1 %

pH 3,23 0,03 1 %

Sólidos Solubles 1,34 0,001 0 %
CV: coeficiente de variación de Pearson

Fuente: elaboración propia.

	 Generalmente, la acidez en la mayoría de las frutas disminuye durante y después del proceso 
de maduración. Barreto et al. (2016), Nair, Saxena y Kaur (2018) y Wu, Lu y Wang (2016) afirman que los 
ácidos contenidos en las frutas se consumen en la respiración a lo largo del tiempo, dando ascenso a nuevos 
compuestos, lo que explica el 1,28 % de acidez obtenido. El porcentaje de humedad alcanzado fue superior al 
85 %, valor que coincide con los publicados por Ayala, Valenzuela y Bohórquez (2013). Este comportamiento 
es regular en la fruta fresca, ya que el agua es el componente mayoritario en su periodo de poscosecha, por tal 
motivo, presentan un periodo de vida corto (Ríos; Giraldo; Duque, 2007).

	 El porcentaje de cenizas obtenido fue de 0,45 %, valor que representa el contenido de material 
inorgánico, como minerales y sales inorgánicas en el fruto (Velciov et al., 2019). El pH es uno de los parámetros 
con mayor variabilidad, debido a que los ácidos orgánicos contenidos en el fruto verde se van transformando o 
degradando a medida que el fruto respira, lo cual genera un incremento paulatino con los días de maduración 
del fruto, con un valor de 3,23 %, muy cercano al obtenido en otras investigaciones para el extracto del fruto 
(Ramos; Delgado; Bautista; Morales; Duque, 2005; Rodríguez; López; García, 2010). El valor obtenido indica el 
grado de acidez del residuo de mora que correlaciona muy bien con el valor del porcentaje de acidez obtenido 
(con un valor de 1,28 %), que refleja el contenido de ácidos orgánicos y de alta capacidad antioxidante presentes 
en la mora, tales como el ácido ascórbico, el ácido gálico, el ácido p-hidroxibenzóico, el ácido caféico, el ácido 
rosmarínico, entre otros (Ramos et al., 2005). El contenido de sólidos solubles fue de 1,34 % (4,7 °Brix), lecturas 
que concuerdan con los publicados por Grijalba, Calderón y Pérez (2016). Este valor indica la cantidad de 
azúcar (sacarosa) presente en el fruto. Frecuentemente, se consideran los °Brix como equivalentes de los sólidos 
solubles, porque el mayor contenido de estos en el jugo de las frutas son azúcares (Rodríguez et al., 2010). Estos 
valores obedecen a los cambios bioquímicos naturales en el fruto durante el proceso de maduración, lo cual, 
de acuerdo con los resultados obtenidos está en concordancia con otros estudios reportados para el análisis de 
extractos de mora (Rodríguez et al., 2010; Ochoa; Pérez; Ávila; Gómez; García, 2019; Salcedo, 2019).
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a. Caracterización de compuestos antioxidantes por UHPLC
La caracterización del extracto de residuos de mora obtenido por UHPLC, determinó la presencia de cianidina-
3-rutinosido (Figura 1) en una concentración de 2520 mg/kg de muestra (tr, 3,56 min, Figura 2). Este compuesto 
es un colorante natural muy común en frutas con bayas negras o moradas, como el agraz (Vaccinium meridionale) 
y la mora (R. glaucus), que normalmente muestra altos contenidos de antocianinas y fenoles (Garzón; Riedl; 
Schwartz, 2009; Osorio et al., 2012). Es una antocianina altamente soluble en agua, bastante inestable en 
temperaturas superiores a 40 °C.

 

Figura 1. Estructura química de la antocianina cianidina-3-rutinosido
Fuente: elaboración propia.

Figura 2. Cromatograma UHPLC de la antocianina cianidina-3-rutinosido
Fuente: elaboración propia.
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b. Actividad antioxidante
Los extractos de mora evaluados demostraron actividad antioxidante por los métodos in vitro ABTS y DPPH 
(Tabla 2).

Tabla 2. 
Resultados obtenidos capacidad antioxidante para los extractos alcohólicos y liofilizado de residuos de mora (R. glaucus 
benth) por los métodos in vitro ABTS y DPPH

Extracto
Método ABTS (µmol Trolox 

equivalente/g mora)
Método DPPH (µmol Trolox 

equivalente/g mora)

Extracto etanólico (100 %) 49,28 9,21

Extracto hidrometanólico 
(80:20 % v/v)

37,27 40,53

Extracto liofilizado 60,31 9,03

Fuente: elaboración propia. 

	 La acción antioxidante de un alimento está profundamente influenciada por la reacción de diferentes 
grupos presentes en sus metabolitos con los radicales libres y las especies ROS, tales como grupos hidroxilo, 
enlaces conjugados, entre otros contenidos en fenoles, flavonoides, antocianinas, terpenos, etc. (Zapata; Cortes; 
Rojano, 2013; Durazzo; Lucarini; Novellino; Daliu; Santini, 2019; Gündeşli; Korkmaz; Okatan, 2019; Ismawanti; 
Suparyatmo; Wiboworini, 2019). Un gran número de frutas contienen niveles importantes de fenoles, como la 
mora, fruta perteneciente al grupo de las bayas. Huang, Zhang, Liu y Li (2012) afirman que las bayas (arándano, 
mora y fresa) exhiben buena capacidad antioxidante, principalmente, porque poseen compuestos fenólicos con 
grupos hidroxilo en la posición orto del anillo B.

	 Investigaciones realizadas afirman la importancia de la mora como fuente rica en polifenoles, 
especialmente flavonoides (antocianinas, flavonoles, flavan-3-oles y proantocianinas) y elagitaninos (Quirós, 
2016; Salcedo, 2019). En el presente estudio, el componente mayoritario encontrado en el extracto de los residuos 
de mora correspondió a la antocianina cianidina-3-rutinosido (Figura 1) en una concentración de 2.520 mg/kg 
de muestra. 

	 La extracción con solventes es el método más común para aislar compuestos fenólicos de diferentes 
matrices, por lo cual se utilizaron disolventes polares, como metanol y etanol (Lima et al., 2019; Rocchetti et 
al., 2019; Dzah et al., 2020). Los resultados obtenidos de capacidad antioxidante fueron expresados en µmol 
equivalente de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-ácido carboxílico), el cual es un análogo soluble en 
agua de la vitamina E, utilizado como compuesto de referencia, principalmente, para los métodos anteriormente 
mencionados (Tovar del Rio, 2013).

	 Los resultados (Tabla 2) muestran que para todos los extractos incluida la mora liofilizada, los valores de 
ABTS son mayores que en la técnica con DPPH, debido a una alta reactividad del ABTS●+ (con poca selectividad), 
reaccionando con cualquier grupo hidroxilo sin que ello realmente indique un alto potencial antioxidante. Según 
Palomino, García, Gil, Rojano y Durango (2009) el radical DPPH no reacciona con flavonoides sin hidroxilar en 
el anillo B, ni con ácidos aromáticos monohidroxílicos, por lo cual es más selectivo que el ABTS●+. 

	 En el método ABTS se evidenció que el extracto con menor actividad antioxidante fue el obtenido 
mediante el uso de la mezcla hidrometanólica (80:20) con un valor de 37,27 µmol equivalente Trolox/g mora, 
mientras que el extracto obtenido con etanol puro presentó mayor capacidad antioxidante (49,28 µmol 
equivalente Trolox/g mora). Por otra parte, la liofilización de los residuos de mora permitió obtener un valor 
más alto de actividad antioxidante por el método ABTS (60,31 µmol equivalente Trolox/g mora). Tarín (2015) 
afirma que en el proceso de liofilización se produce un aumento del contenido de fenoles totales gracias a la 
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congelación previa formando cristales de hielo que destruyen la estructura celular, facilitan el acceso de las 
moléculas del solvente y mejoran la extracción.

	 Por medio del ensayo DPPH se obtuvieron valores para la actividad antioxidante de 9,03 µmol 
equivalente Trolox/g mora para los residuos liofilizados, 9,21 µmol equivalente Trolox/g mora para el extracto 
etanólico y 40,53 µmol equivalente Trolox/g mora para el extracto metanólico. La actividad captadora del radical 
encontrada en el extracto metanólico es considerablemente superior al extracto etanólico y mora liofilizada. Lo 
anterior puede estar asociado a que durante el tratamiento con metanol se extrajeron algunos compuestos 
fenólicos de alta polaridad, además de ser previamente preparado con este solvente. En el ensayo del DPPH, 
los radicales se eliminan gracias a la donación de hidrógenos, mientras que la reducción del radical de ABTS se 
debe a la eliminación de radicales protónicos inducida a través de la donación de electrones (García, 2017).

	 Los datos arrojados por los métodos ABTS y DPPH en residuos de mora se encuentran cercanos a los 
publicados por Zapata et al. (2013), quienes investigaron la capacidad antioxidante total de la guayaba agria 
(Psidium araca), fruto con mayor poder antioxidante, con valores de 66,80 µmol Trolox equivalente/g de fruta 
fresca para el ensayo ABTS y 11,79 µmol Trolox equivalente/g de fruta para el ensayo DPPH.

c. Actividad antimicrobiana
 Los efectos antimicrobianos de fuentes naturales son uno de los motivos por los cuales en forma permanente 
se realizan investigaciones de compuestos con capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos y 
aumentar la vida útil de los alimentos. La actividad antimicrobiana de los residuos de R. glaucus benth se evaluó 
con halos de inhibición, con el promedio del diámetro para los dos grupos de bacterias (Gram positivas y Gram 
negativas, Figura 3).

Figura 3. Distribución del halo de inhibición promedio a concentraciones de 2, 4, 6 y 8 mg/mL del extracto metanólico 
para las bacterias E.coli, S.aureus y B.cereus

Fuente: elaboración propia.
	
	 Los valores de inhibición promedio mostraron mayor sensibilidad para bacterias Gram positivas S. 
aureus y B. cereus que para la bacteria Gram negativa E. coli. Esto podría deberse a las diferencias estructurales 
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de las superficies celulares, en particular, de las bacterias Gram negativas con una pared celular que posee 
una membrana citoplasmática, una capa de peptidoglicano muy delgada, una capa adicional compuesta por 
lipopolisacáridos y lipoproteínas (Nieto; González, 2010), la cual puede impedir el ingreso de compuestos 
hidrofílicos, en comparación a los microorganismos Gram positivos, pues está compuesta por una capa externa 
de peptidoglicano y una membrana citoplasmática. 

	 A bajas concentraciones (Figura 3) hay menor efecto inhibitorio respecto al control. E. coli presentó 
menor inhibición con la formación de un halo de 10,7 mm para la concentración más alta, en comparación al 
halo de inhibición del crecimiento formado por el antibiótico ampicilina de 29,0 mm. Teniendo en cuenta los 
patrones estándar del halo de inhibición para la cepa E. coli ATCC25922 elaborado por la NCCLS, 2000 (Standards 
for Antimicrobial Susceptibility Tests) se encuentra dentro la categoría resistente (Resistente ≤ 13, Intermedia 14-
16, sensible ≥ 17). Los microorganismos resistentes son aquellos que no se inhiben por las concentraciones 
empleadas, probablemente porque existen mecanismos de resistencia específicos (Picazo, 2000; Founou; 
Founou; Essack, 2017; Zaman et al., 2017; Yang et al., 2018).

	 B. cereus por su parte, presentó una inhibición media de crecimiento, con la formación de un halo de 
11,7 mm para la concentración de 8 mg/mL del extracto metanólico y para el control positivo (vancomicina) se 
obtuvo un valor de 35,0 mm. Sin embargo, la bacteria B. cereus se encuentra dentro de la categoría resistente 
(Resistente ≤ 13, Intermedia 14-17, sensible ≥ 18).

	 Por último, S. aureus presentó mayor grado de sensibilidad frente al extracto metanólico con un halo de 
inhibición para la concentración de 8 mg/mL de 15,3 mm, frente al antibiótico cefalexina 38,0 mm. De acuerdo 
con las tablas publicadas por la NCCLS para el antibiótico cefalexina, los datos obtenidos se encuentran en 
la categoría intermedia (Resistente ≤ 14, Intermedia 15-16, sensible ≥ 17). Esta categoría representa cuando 
un aislamiento bacteriano es inhibido in vitro por una concentración de un antimicrobiano que se asocia a un 
tratamiento terapéutico incierto (Cantón, 2010).  Estos resultados coinciden con los obtenidos por Sotelo, Casas 
y Camelo (2010) que también observaron mayor sensibilidad en Gram positivas por parte de extractos naturales 
más ricos en compuestos fenólicos.

	 El mecanismo de acción de los agentes antimicrobianos no es del todo conocido. Sin embargo, se conoce 
que los agentes antimicrobianos de origen natural pueden afectar la síntesis de ergosterol, afectando la membrana 
citoplasmática, crean canales o pequeños orificios en la membrana por los cuales otros compuestos pueden 
atravesar y afectar las mitocondrias, el núcleo (los ácidos nucleicos), enzimas, las proteínas transmembranales, 
estrés oxidativo, la permeabilidad y, en última instancia, destruyendo la integridad celular (Mercado; Llenque; 
Trujillo, 2014; Castro-Montoya; Rangel-Peraza; Piña-Hernández; Mora-Rochín; Rochín-Medina, 2015; Grande-
Tovar; Chaves-López; Serio; Rossi; Paparella, 2018).

	 La resistencia de E. coli frente a las sustancias antibacterianas se debe a una capa gruesa de 
lipopolisacáridos que actúa como barrera hidrofóbica, impidiendo la penetración y, además, también se debe 
a la presencia de enzimas en el espacio periplasmático que destruyen sustancias introducidas desde el exterior 
(Sotelo et al., 2010). Por el contrario, para S. aureus la estructura de la membrana citoplasmática, permite a las 
sustancias antibacterianas destruir fácilmente la membrana de la célula ocasionando una salida del citoplasma.

	 De acuerdo  con  Sulca  (2010),  la mayoría de los extractos naturales que presentan actividad 
antimicrobiana contienen fenoles, terpenos, terpenos oxigenados, alcoholes, aldehídos, cetonas, ácidos 
orgánicos y flavonoides (antocianinas), conocidos como metabolitos secundarios. 

	 Uno de los posibles mecanismos propuestos para el efecto antimicrobiano de los compuestos fenólicos 
está relacionado con la inactivación de enzimas celulares, la cual depende de la relación de la penetración de 
estos compuestos a la célula del microorganismo o por cambios en la permeabilidad de la membrana, en donde 



Informador Técnico 85(1) Enero-Junio 2021: 64-82

75

los compuestos fenólicos pueden romper la integridad de dicha membrana y causar la pérdida de la integridad 
celular y una eventual muerte celular (Bouarab; Degraeve; Ferhout; Bouajila; Oulahal, 2019; Lima et al., 2019; 
Dzah et al., 2020).

	 Otra investigación indica que el mecanismo de la inhibición microbiana por los compuestos de bayas 
donde se incluyen las moras, se considera una acumulación de acciones directas e indirectas. Lacombe y Wu 
(2017) afirmaron que las acciones directas se consideran, principalmente, como las reacciones fitoquímicas con 
la membrana celular que causan la inactivación de enzimas celulares esenciales. Se considera que las acciones 
indirectas son efectos fitoquímicos sobre la disponibilidad de nutrientes o la expresión genómica que dan como 
resultado un deterioro del metabolismo y la función del microorganismo objetivo.

	 Luego de observar la inhibición del extracto metanólico por el método de difusión en disco, se determinó 
la concentración mínima inhibitoria (MCI) por la técnica de dilución para las bacterias S. aureus y E. coli que 
fueron las más sensibles. Este método se realizó con el objetivo de determinar la mínima concentración del 
extracto que inhibe el crecimiento de las bacterias S. aureus y E. coli, las cuales han sido asociadas en su gran 
mayoría al manejo deficiente de los alimentos (Castro del Campo; Chaidez; Rubio; Valdez, 2004). En la Figura 4 
se observa un porcentaje de inhibición del 99 % para S. aureus a una concentración de 3,0 mg/mL mientras para 
E. coli se obtuvo un porcentaje de inhibición del 76 %, por lo cual fue necesario realizar dos concentraciones 
superiores, alcanzando un porcentaje de inhibición del 100 % a una concentración de 4,0 mg/mL.

Figura 4. Distribución del porcentaje de inhibición promedio vs la concentración del extracto metanólico para la 
bacteria E. coli y S. aureus

Fuente: elaboración propia.

	 De acuerdo con lo descrito por Cruz-Carrillo, Rodríguez y Rodríguez (2010), una cepa bacteriana es 
muy sensible cuando la sustancia evaluada presenta una MCI inferior a 12,5 mg/mL, una media sensibilidad 
entre 12,5 y 50,0 mg/mL, y de baja sensibilidad cuando la MCI está entre 50 y 100 mg/mL. El análisis estadístico 
de los resultados obtenidos mostró diferencias significativas (ANOVA p ˂ 0,05) en el método de difusión 
en disco para las concentraciones de 2 mg/mL y 8 mg/mL para todas las bacterias en estudio y diferencias 
significativas para todas las concentraciones utilizadas en el método de dilución. Estas diferencias se deben al 
grupo perteneciente de cada bacteria y la concentración. Como se puede observar en los dos métodos existe una 
diferencia entre S. aureus y E. coli, es decir, para la bacteria S. aureus se necesita menos cantidad de extracto para 
inhibir el crecimiento bacteriano que para E. coli. Lo anterior, permite concluir que para las cepas evaluadas de 
S. aureus y E. coli se presentó una sensibilidad alta, lo cual concuerda con su actividad antioxidante moderada 
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presentada gracias al contenido de ácidos orgánicos y de la antocianina cianidina-3-rutinosido (Figura 1), en 
una concentración de 2.520 mg/kg de muestra. 

4. Conclusiones
Los residuos de mora obtenidos en el presente estudio presentaron una alta cantidad de la antocianina 
cianidina-3-rutinosido (2.520 mg/kg de muestra) mediante el análisis de UHPLC, una acidez titulable de 1,28 
%, un pH ácido (3,23) y un contenido de cenizas de 0,45 %. El extracto hidrometanólico 80:20 % (v/v) presentó 
la mayor capacidad antioxidante por el método DPPH (40,53 µmol TEAC), mientras que el extracto liofilizado 
presentó el valor más alto de actividad antioxidante por el método ABTS (60,31 µmol TEAC). La susceptibilidad 
bacteriana a los residuos de mora se evidenció por el método de difusión en disco, observando un incremento 
dependiente de la concentración de extracto y de la cepa de cada bacteria. En relación con la concentración, 
la mayor inhibición se dio a concentraciones superiores, afectando la viabilidad de las cepas bacterianas. Las 
cepas evaluadas de S. aureus y E. coli presentaron una sensibilidad alta respecto a la MCI (3 mg/mL y 4 mg/
mL, respectivamente), lo cual concuerda con su contenido de ácidos orgánicos (índice de acidez de 1,28 %) y el 
contenido de la antocianina cianidina-3-rutinosido (2.520 mg/kg de muestra).
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