COLEGIO DE POSTGRADUADOS

INSTITUCION DE ENSENANZA E INVESTIGACION EN CIENCIAS AGRICOLAS

CAMPUS MONTECILLO

POSTGRADO DE RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD
FISIOLOGIA VEGETAL

EL EFECTO AMBIENTAL Y DEL GENOTIPO EN LOS
COMPUESTOS FITOQUIMICOS DE CULTIVARES
NACIONALES DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

CESAR SANCHEZ FERIA

TESIS
PRESENTADA COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS

MONTECILLO, TEXCOCO, EDO. DE MEXICO

2017




La presente tesis titulada: “EL EFECTO AMBIENTAL Y DEL GENOTIPO EN
LOS COMPUESTOS FITOQUfMICOS DE CULTIVARES NACIONALES DE
JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)”, realizada por el alumno: CESAR
SANCHEZ FERIA, bajo la direccién del Consejo Particular indicado, ha sido
aprobada por el mismo y aceptada como requisito parcial para obtener el grado
de:

DOCTOR EN CIENCIAS
RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTIVIDAD

FISIOLOGIA VEGETAL

CONSEJO PARTICULAR

CONSEJERO

DR. viﬁowﬁﬁ‘ﬁm@%z

DIRECTORA DE TESIS -"A i PV et —
DRA. YOLANDA SALINAS MORENO

ASESORA

DRA. MA. CARMEEZ ;BARRA MONCADA
ASESOR

DR. JAVIER HERNANDEZ MORALES
ASESOR A LN

DR. R. MARCOS SOTO HERNANDEZ

Montecillo, Texcoco, Estado de México, abril de 2017



EL EFECTO AMBIENTAL Y DEL GENOTIPO EN LOS COMPUESTOS FITOQUIMICOS
DE CULTIVARES NACIONALES DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

CESAR SANCHEZ FERIA, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN

La jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una planta apreciada por sus calices debido a su elevado
contenido de fenoles solubles totales (FST), antocianinas (CTA) y &cidos orgéanicos, compuestos
responsables del color y el sabor en sus calices y extractos acuosos. Las caracterizaciones fisicas y
quimicas realizadas en variedades mexicanas solo han considerado el efecto del genotipo (G) en las
variables de calidad evaluadas, por lo cual es importante elucidar los efectos de los factores ambiente
de produccion (A) y de su interaccion G x A, en la calidad de los calices deshidratados y extractos
acuosos de jamaica. Por tales razones, el objetivo de esta investigacion fue cuantificar los efectos
debidos al genotipo (G), ambiente de produccién (A) y su interaccién (G x A), para identificar los
genotipos mas destacables por su contenido de FST y CTA, asi como su acidez titulable, y ubicar las
localidades en las cuales pudieran expresar su mayor contenido de estos fitoquimicos. El analisis de
efectos principales aditivos e interaccion multiplicativa (AMMI) revel6 que los factores G, A, y G X
A tuvieron efectos significativos (p < 0.01) en la variacion de la calidad en célices y extractos de H.
sabdariffa. La variacién de los contenidos de FST y CTA, asi como el color (luminosidad, tonalidad,
saturacion de color, a* y b*) en célices y extractos acuosos de H. sabdariffa se debi6 principalmente
al factor genotipo, que represento entre 44 y 81 % del total de los efectos; mientras que la acidez fue
dominada por el efecto ambiental, que representd entre el 52 y 77 % del total de los efectos. Las
variedades de célices oscuros destacaron por tener un mayor contenido de FST y CTA, asi como
valores bajos en luminosidad, tonalidad, saturacion de color, a* y b*; mientras que la acidez destac6
cuando las variedades, rojo oscuro o rojo claro, fueron establecidas en las localidades de Nayarit.
Estos resultados indican que para la obtencion de calices con alto contenido de fitoquimicos se debe
hacer una seleccién de las variedades que destaquen por su contenido de fitoquimicos; mientras que si
el fin es tener calices con mayor acidez, se deben de ubicar las localidades en donde las variedades de

H. sabdariffa expresen una mayor sintesis de acidos organicos.
Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, analisis AMMI, color, fenoles solubles, antocianinas.



ENVIRONMENTAL AND GENOTYPE EFFECTS ON THE PHYTOCHEMICAL
COMPOUNDS OF NATIONAL CULTIVARS OF ROSELLE (Hibiscus sabdariffa L.)

CESAR SANCHEZ FERIA, D.C.
Colegio de Postgraduados, 2017
ABSTRACT

Roselle (Hibiscus sabdariffa) is a plant valued for its calyces which are rich in total soluble phenols
(FST), anthocyanins (CTA) and organic acids, compounds that are responsible for the color and
flavor of its aqueous extracts. The physical and chemical characterizations of Mexican varieties have
only considered the effect of the genotype (G) in the quality variables. It is important to elucidate also
the effects of the environmental factors of production (A) and of the interaction G x A on the quality
of dehydrated calyces and aqueous extracts of roselle. For these reasons, the objective of this research
was to quantify the effects due to the genotype (G), the production environment (A) and its
interaction (G x A), to identify the most notable genotypes on FST and CTA content, as well as their
titratable acidity, and to learn the location where these genotypes may reach the best content of
phytochemicals. The additive main effects and multiplicative interaction analysis (AMMI) revealed
that the factors G, A, and G x A had significant effects (p < 0.01) on the variation of the quality in
calyces and extracts of H. sabdariffa. The variation of the FST and CTA contents, as well as the color
parameters (luminosity, tonality, color saturation, a* and b*) in calyces and aqueous extracts of H.
sabdariffa was mainly due to the genotype factor, which represented between 44 and 81 % of total
effects; whereas the acidity was mainly ruled by the environmental effect, which represented between
52 and 77 % of the total effects. The varieties of dark calyces had a higher content of FST and CTA,
as well as lower values in luminosity, tonality, saturation of color, a* and b*; while acidity stood out
in any variety, dark or clear red, were established in localities of Nayarit State. These results indicate
that for obtaining calyces with high phytochemical content, a selection must be made for the varieties
that stand out for their phytochemical content; however, for producing calyces of greater acidity, the
best way is to grow any variety of H. sabdariffa in a location where the organic acids synthesis is

promoted.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, analysis AMMI, colour, total soluble phenols, total

anthocyanins.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Hibiscus sabdariffa es una malvéacea, a la cual se le conoce en México como jamaica o flor de
jamaica. Esta planta originaria de Africa fue introducida a México durante la época colonial, y
desde entonces se ha dispersado en las distintas regiones tropicales y subtropicales del territorio
nacional. Actualmente son los estados de Guerrero, Oaxaca y Michoacan los principales
productores de esta especie, al proveer cerca del 90 % de la produccion nacional, que equivale a

6284 toneladas (SIAP, 2015).

Los genotipos de H. sabdariffa se pueden clasificar por su color en variedades con céalices
color rojo claro y rojo oscuro, ademas de las variedades que presentan calices de calices verde-
amarillos (Christian y Jackson, 2009), que difieren en su composicion quimica y fitoquimica

(Salinas-Moreno et al., 2012; Juliani et al., 2009).

H. sabdariffa es apreciada por sus diferentes propiedades medicinales, entre las que destacan
sus efectos para prevenir padecimientos de tipo cardiovasculares (Herrera-Arellano et al., 2004) y
prevenir ciertos tipos de cancer (Hui-Hsuan et al., 2007), debido a la presencia de compuestos
fenolicos, principalmente antocianinas y acidos fendlicos. Las variedades de calices rojos son
valoradas por su efecto en la disminucion de lipoproteinas de baja densidad debido a su alto
contenido de antocianinas (delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubioésido) (Ojeda et al.,
2010); por su parte, las variedades de calices color verde-amarillos sobresalen por su alto

contenido de acido clorogénico, asi como algunos de sus isomeros (Reyes-Luengas et al., 2015).

La mayoria de los genotipos que utilizan los agricultores para la produccion de jamaica

carecen de mejoramiento genético, asi como la nula aplicacion de paquetes tecnologicos durante



su produccion, lo que provoca que el rendimiento y la calidad de la jamaica (fisica, quimica y
fitoquimica) sean bajos. Por tales motivos, varios centros de investigacion y universidades han
creado en los Ultimos afios programas de mejoramiento genético para esta especie, con lo cual
han colectado y mejorado genotipos de H. sabdariffa que sobresalen en sus caracteristicas de
color, composicion quimica y fitoquimica, algunos con mayor resistencia a plagas y

enfermedades, y con altos rendimientos de calices.

Los estados de Nayarit y Puebla, aunque con una menor extension del cultivo de jamaica en
comparacion con Guerrero y Oaxaca, han mejorado su sistema de produccién al utilizar
variedades mejoradas y aplicar paquetes tecnologicos, lo que provocado incrementos en los

rendimiento y calidad de célices, que son la estructura con mayor valor econdmico de la planta.

Este trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar genotipos de H. sabdariffa derivados
de tales programas de mejoramiento genético, obtenidos mediante el Fondo Sectorial de
investigacion en materia agricola, pecuaria, acuacultura, agrobiotecnologia y recursos
fitogenéticos, a través del proyecto titulado “Validacion de variedades de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L) con alta concentracién de bioactivos, alto rendimiento y tolerantes a enfermedades,
determinacion de plagas y enfermedades e innovacion de la maquinaria agricola para una

produccion sustentable”, con clave 163972.

La presente investigacion se desglosé en tres fases de investigacion, que se describen a

continuacion:

En la primera fase fueron evaluados 53 genotipos de H. sabdariffa de calices color rojo
(oscuros y claros), crecidos cada uno de ellos una localidad con tradicion productora en los

estados de Colima (Comala), Guerrero (Ayutla de Libres), Nayarit (Xalisco), Oaxaca (Los



Limones) y Puebla (Chautla de Puebla), con el objetivo de evaluar y cuantificar los efectos del
genotipo (G), del ambiente de produccion (A) y de su interaccion G x A, en la variacion del color
en céalices y extractos acuosos, asi como en los cambios de los contenidos de fenoles solubles

totales (FST), contenido total de antocianinas (CTA), pH y acidez titulable (AT).

La segunda fase consistio en el andlisis de dos variedades de calices rojos, Negra Quiviquinta
(NQ, célices rojo oscuro) y UAN-8 (calices rojo claro), cada una crecida en tres localidades en
tres estados: Colima (Comala, Puerta de Anzar y Trapichillos), Nayarit (Jala, Quiviquinta y
Xalisco) y Oaxaca (Los Limones, Rio Grande y Santa Maria Tonameca). El objetivo de esta fase
fue validar los resultados de los efectos del genotipo y del ambiente de produccion obtenidos en
la primera fase de investigacion, y determinar los perfiles cromatograficos de antocianinas y

acidos organicos de cadena corta.

En la tercera y ultima fase se evalud el efecto de tratamientos de deshidratado (exposicion
directa al sol, y secado en estufa a 40 °C, 50 °C, 60 °C y 70 °C), en la degradacion de fenoles
solubles totales y antocianinas, y en la modificacién de la acidez y del color de los extractos
acuosos, de tres variedades de H. sabdariffa: Negra Quiviquinta y UAN-9 (de calices rojos

oscuros y claros, respectivamente) y UAN 16-1 (de calices color verde-amarillos).

Los resultados obtenidos en cada una de las tres fases se describen en los siguientes tres

capitulos de la presente tesis.



2. EFECTO DE GENOTIPO Y AMBIENTE EN LA CALIDAD FISICOQUIMICA DE
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2.1. RESUMEN

En este estudio se evaluaron 53 genotipos de Hibiscus sabdariffa L., con coloracion roja
contrastante en sus célices deshidratados, cada uno de ellos crecidos en cinco regiones
productoras de Colima, Guerrero, Nayarit, Oaxaca y Puebla, estados con tradicién en el cultivo
de jamaica en México, con el objetivo de cuantificar los efectos de los factores genotipo,
ambiente y su interaccion G x A, en las variables de color (luminosidad, tonalidad y saturacién
de color), contenido total de antocianinas (CTA), fenoles solubles totales (FST), pH y acidez
titulable (AT), en célices deshidratados y extractos acuosos. Los tres factores tuvieron efectos
altamente significativos (p < 0.01) en la calidad de los calices y extractos de jamaica, pero el
efecto del genotipo fue el mas determinante en las variables de color (60-81 %), CTA (72 %) y

FST (44 %), mientras que la tonalidad de los calices fue explicada en 62 % por la interaccion G x



A. El pH y la AT fueron afectados en mayor medida por el ambiente de produccion (56 y 52 %)
y por la interaccion G x A (22 y 24 %). De los genotipos, 19 se clasificaron como célices color
rojo oscuro, los cuales destacaron por un contenido mayor de antocianinas y fenoles solubles
totales, variables que tuvieron una mayor expresion en la localidad de Nayarit. Los 34 genotipos
restantes de calices color rojo claro, sobresalieron por su alta acidez que fue mayor cuando se
crecieron en Nayarit. Aunque los efectos de los factores genotipo, ambiente asi como su
interaccion G x A tuvieron efectos significativos en la variacion de la calidad de los célices de
jamaica, entre ellos el genotipo fue el factor mas importante en el color, CTA y FST, mientras
que el efecto ambiental fue el principal responsable de la variacién en el AT y pH de los

extractos acuosos.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, color, contenido total de antocianinas, fenoles solubles

totales, acidez titulable.

2.2. ABSTRACT

This study evaluated 53 genotypes of Hibiscus sabdariffa L., with contrasting red coloration in
their dehydrated calyces, each grown in five producing regions of Colima, Guerrero, Nayarit,
Oaxaca and Puebla, states with a tradition of roselle cultivation in Mexico, with the objective of
quantify the effects of genotype, environment and their interaction G x A in color variables
(luminosity, tonality and color saturation), total anthocyanin content (CTA), total soluble phenols
(FST) , pH and titratable acidity (AT), in dehydrated chalices and aqueous extracts. The three
factors had significant effects (p < 0.01) on the quality of calyces and extracts of roselle, but the
effect of genotype was the most determinant in color (60-81%), CTA (72%) and FST (44%),

whereas the tonality of the calyces was explained in 62% by the interaction G x A. The pH and



AT were affected to a greater extent by the production environment (56 and 52%) and by the
interaction G x A (22 and 24%). Of the genotypes, 19 were classified as dark red calyces, which
stood out for a greater content of total soluble anthocyanins and soluble phenols, variables that
had a greater expression in the locality of Nayarit. The remaining 34 genotypes of light red
calyces were noted for their high acidity, which was higher when grown in Nayarit. Although the
effects of genotype, environment factors as well as their interaction G x A had significant effects
on the quality variation of roselle calyces, among them genotype was the most important factor
in color, CTA and FST, while the environment effect was responsible for the variation in AT and

pH of the aqueous extracts.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, color, total anthocyanin content, total soluble phenols, titratable

acidity.

2.3. INTRODUCCION

Hibiscus sabdariffa L. es una malvécea originaria de Africa, que durante la época colonial se
disperso en las regiones tropicales y subtropicales aptas para su cultivo en América (Morton,
1987). La amplia extension territorial con las condiciones ambientales y edéaficas ideales
permitié que este cultivo tuviera una apropiada adaptaciéon en México, donde la produccion
nacional anual de célices deshidratados equivale a 6950 toneladas, cosechadas principalmente en

los estados de Guerrero, Michoacéan, Oaxaca, Puebla y Nayarit (SIAP, 2014).

Los célices, denominados como flor de jamaica o simplemente jamaica, son las estructuras
maés valoradas de la planta de Hibiscus sabdariffa (H. sabdariffa), porque en ellos se acumulan
antioxidantes, pigmentos y &cidos organicos, compuestos que en gran medida determinan su

valor comercial. En México el principal uso de los calices es la elaboracion de extractos (frios,
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infusiones y decocciones) para la elaboracién de bebidas, debido a sus atractivas caracteristicas
de color y palatabilidad (Fasoyiro et al., 2005) y a sus efectos antioxidantes (Tsai et al., 2002) a
los cuales ademas se les han atribuido propiedades medicinales (Ojeda et al., 2010; Herrera-
Arellano et al., 2007). En los célices de H. sabdariffa se han identificado numerosos
fitoquimicos, entre los que sobresalen las antocianinas, los acidos organicos y otros flavonoides

(Patel, 2014; Sindi et al., 2014; Fernandez-Arrollo et al., 2011).

Por ser una especie introducida, en México la mayor parte de los genotipos cultivados de
jamaica son considerados como criollos, porque no han sido sometidos a mejoramiento genético
y Cuya variacion genética se ha limitado a describir la expresion de genes ante los diversos
factores ambientales que se presentan en las regiones donde son cultivados. No obstante, en afios
recientes se han creado programas de mejoramiento genético para esta especie con el objetivo de
generar variedades mas rendidoras y con caracteristicas sobresalientes en color, acidez y
contenido de fitoquimicos en sus célices deshidratados y extractos acuosos (Borras-Linares et al.,

2015; Salinas-Moreno et al., 2012).

Por lo anterior, es necesario conocer la calidad de los genotipos de H. sabdariffa cultivados en
el pais, asi como evaluar la magnitud de alteracion en la calidad de los célices provocada por las
caracteristicas ambientales de los sitios de produccion. Al respecto, Borras-Linares et al. 2015 y
Christian y Jackson (2009) reportaron que el factor genotipo influye en las caracteristicas de
color, contenido de fitoquimicos y actividad antioxidante que poseen los célices. Por su parte,
Juliani et al. (2009) encontraron que el contenido de fitoquimicos de H. sabdariffa también se ve

afectado por la localidad geogréafica del sitio de produccion.



En dichos estudios hechos en México, sin embargo, no se elucidd la interaccidén genotipo x
ambiente, como lo hicieron Ottai et al. (2004) al evaluar variedades y sitios de Africa, en
variables como antocianinas, acidez total, pH, sélidos solubles totales, amino&cidos y azucares;
con sus resultados mostraron que el ambiente de produccion afecta la calidad de los célices en
una magnitud que difiere entre genotipos; es decir, demostraron que hay interaccion genotipo x

ambiente de produccion.

Esta interaccion es de gran importancia para programas de mejoramiento genético de esta
especie, porque conocerla permite seleccionar los genotipos méas estables y las localidades mas
sobresalientes para la produccion de célices con alta calidad. Por tales razones, el objetivo de
esta investigacion fue caracterizar el comportamiento de 53 genotipos de H. sabdariffa, que se
producen en Meéxico, crecidos en cinco localidades, en cuanto a sus caracteristicas de color
(luminosidad, tonalidad y saturacién de color), contenidos de fenoles solubles totales,
antocianinas, pH y acidez titulable, tanto de sus calices deshidratados como de sus extractos
acuosos, y de esa forma conocer la magnitud de los efectos debidos a los factores genotipo y

ambiente de produccion, asi como la variacion debida a la interaccion genotipo x ambiente.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Material vegetal

Se cosecharon célices deshidratados de 53 genotipos de jamaica disponibles en México, ya
sea como variedades comerciales o experimentales, que son contrastantes en color, y todos ellos
fueron crecidos, manejados y cosechados en cinco localidades representativas de los estados de
mayor produccién en el pais que se describen en el Cuadro 2.1. La identidad de los 53 genotipos

se dard a conocer mas adelante.



Cuadro 2.1. Caracteristicas de las localidades probadas en el cultivo de 53 genotipos de

Hibiscus sabdariffa.

TMA Altura Precipitacion
Estado Localidad S LN LO Clima
C m mm

Guerrero Ayutlade Libres 28.0 16°57'12.55" 99°04'49.03" 400 1400 Aw
Oaxaca Los Limones 26.8 16°02'59.95" 97°29'26.14" 280 1300 Aw
Puebla  Chiautla de Tapia 24.8  18°07'48" 98°48'06" 900 900 Cwa
Colima Comala 26.4 19°18°19.36" 103°45'12.03" 610 1000 Cwa
Nayarit Xalisco 23.0 21°25'41.38" 104°53'28.81" 960 1232 Cwa

TMA: temperatura media anual; LN: latitud Norte; LO: longitud Oeste; AW: tropical, Cwa:
subtropical himedo.

2.4.2. Preparacion de los extractos acuosos

En cada muestra la extraccion se hizo conforme al método descrito por Galicia-Flores et al.
(2008). Se colocaron 2.5 g de calices en base seca en un vaso de precipitados de 600 mL, al que
se le adicionaron 100 mL de agua destilada; la mezcla se llevo a ebullicion durante 15 min, para
enseguida separar el extracto de los calices por decantacion. El procedimiento de extraccion se
repitio por segunda vez bajo las mismas condiciones, y al final se mezclaron los dos extractos; el
volumen acumulado se afor6 a 200 mL con agua destilada y se filtré con papel Whatman No. 4.
Con los extractos acuosos asi preparados se hicieron todas las determinaciones de color,

fitoquimicas y quimicas.



2.4.3. Color

Se mididé directamente en la superficie de los célices deshidratados, con un colorimetro
Hunter Lab MiniScan XE Plus (modelo 45/0-L) en la escala CIE L*a*b*, con iluminante D65 y
un &ngulo 10°, en cinco repeticiones. Previo a la medicion, los célices fueron introducidos a una
bolsa plastica negra para evitar la interferencia de luz. Con los valores de a* y b* se calcularon
los valores de tonalidad y de saturacion de color (SDC), de acuerdo con lo descrito por McGuire

(1992).

En los extractos acuosos el color se midi6 en cuatro repeticiones, cada una en 50 mL
depositados en una copa de cristal (accesorio No. 04-7209-00), a la que se introdujo un aro negro
que en su parte superior sostenia un disco blanco con 90 % de reflectancia (accesorio No. 02-
4579-00). Luego la copa de cristal fue cubierta con una trampa de luz (accesorio No. 04-7209-
00), y se tomo la lectura con el colorimetro Hunter Lab MiniScan XE Plus con una calibracién
de iluminante D65 y un &ngulo 10°. Los céalculos de la tonalidad y de saturacion de color se

realizaron de la misma forma que para los célices deshidratados.

2.4.4. Contenido de fenoles solubles totales (FST)

Se cuantificaron en cuatro repeticiones con el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965), con modificaciones para realizar el desarrollo de color en microplacas como se describe a
continuacion: a 240 pL de agua destilada se le adicionaron 15 pL del extracto a analizar y 15 pL
del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich®) 0.25 N; la mezcla se dejo reaccionar por 3 min en
oscuridad; posteriormente se neutralizo con 30 pL de carbonato de sodio 1 N (J. T. Baker®). La
muestra se dejo en reposo a temperatura de cuarto por 2 h en oscuridad, para finalmente medir la

absorbancia en el espectrofotometro de placas a 765 nm. Se utiliz6 &cido galico como estandar, a
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partir del cual se elabord una curva patron para la cuantificacion del contenido de FST expresado

en mg equivalentes de acido galico por 100 g de muestra seca (mg EAG 100 g* MS).

2.4.5. Contenido total de antocianinas (CTA)

Se midio en cuatro repeticiones de los extractos acuosos mediante la absorbancia registrada
en un espectrofotometro de placas modelo Epoch (BioTek Instrument®) provisto con
microplacas (Costar®) de 96 pozos. EI método empleado fue el propuesto por Galicia-Flores et
al. (2008), modificado para usar 300 pL del extracto diluido y leer su absorbancia a 510 nm. El
CTA se calcul6 mediante una ecuacion de regresion lineal obtenida de la curva patron de
cianidina 3-glucésido (Polyphenols®, Nw), estdndar empleado para su cuantificacion. EI CTA
fue expresado en mg equivalentes de cianidina 3-glucésido por 100 g de muestra seca (mg EC3G

100 g MS).

2.4.6. Acidez titulable (AT)

Se determin®, por duplicado, con el método de la AOAC (1984), en una alicuota de 10 mL
depositada en un vaso de precipitados de 600 mL al que se adicionaron 200 mL de agua destilada
para diluir la coloracién de la muestra y permitir observar el vire de la fenolftaleina. La titulacién
se hizo con NaOH 0.1 N (JT. Baker®). La AT se calculé en miliequivalentes del acido citrico

(0.06404 g acido citrico anhidro por mL de NaOH 0.1 N).

2.4.7. pH

Se determino por duplicado, con un potencidometro Denver Instrument UB10, calibrado con

amortiguadores (J. T. Baker®) de pH 4 y 7, para hacer mediciones en medios acidos.
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2.4.8. Andlisis estadistico

En cada variable se realizéd un anélisis combinado a través de ambientes (localidades, que
incluye las diferencias en clima y suelo, asi como de cosecha y de manejo postcosecha), lo que
permitié cuantificar los efectos de varianza del genotipo (G), del ambiente (A) y de su
interaccion G x A. Adicionalmente se hizo un analisis de comparacion de medias (Tukey, p <
0.05) entre genotipos y localidades, para identificar a las mas sobresalientes. Los analisis
estadisticos univariados se hicieron con SAS System Version 9.0. Con los promedios de las
variables se aplicaron las técnicas de analisis de componentes principales (ACP) y de anélisis de
conglomerados (AC) por el método de enlace completo empleando distancias euclidianas, para
agrupar a los 53 genotipos primeramente en funcién de sus caracteristicas de color; luego se hizo
la agrupacion de los genotipos en funcion de su contenido de CTA, FST, AT y pH, para la

identificacién de los sobresalientes. Para los analisis multivariados se utiliz6 Minitab® 17.1.0.

2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1. Andlisis de varianza

Los contenidos de fitoquimicos antioxidantes, CTA y FST, variaron significativamente (p <
0.01) por efecto del genotipo (G), del ambiente de produccion (A) y por la interaccion G x A,
como se muestra en el Cuadro 2.2. Destaca que estos dos compuestos fitoquimicos fueron
principalmente influenciados por el genotipo, ya que este factor explicd 72 y 44 % de la
variacion debida a tratamientos, respectivamente. Por su parte, los efectos de la interaccion G x
A ocasionaron 19 y 29 % de la variacion total en las mismas variables, que ubica a la interaccion

como el segundo factor de importancia en la acumulacion de estos fitoquimicos en los célices
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deshidratados de jamaica. El efecto del ambiente de produccién representdé 9 y 27 % de la

variacion, respectivamente.

Por su parte, Ottai et al. (2004) reportaron una dependencia del genotipo estimada en 94 %, y
el 6 % restante dependié del ambiente y de la interaccion G x A. Esta dependencia tan elevada
del genotipo pudiera deberse a que la comparacion que hicieron estos autores fue entre apenas
tres genotipos, dos de célices de color rojo (uno claro y uno oscuro) y uno de calices blancos
(carente de antocianinas), y posiblemente evaluados en ambientes poco contrastantes, lo que sin
duda produjo tan alto contraste en su CTA. Para FST no se encontrd informacion publicada que

relacione su concentracion con los factores genotipo, ambiente y su interaccion G x A.

En cambio, el pH y la AT fueron afectados primordialmente por el ambiente de produccion,
en magnitudes de 56 y 52 %, respectivamente (Cuadro 2.2). El segundo lugar en magnitud de
afectacion correspondid a la interaccion G x A con 19 y 29 % de la variacion total debida a
tratamientos. Es decir, las dos variables referentes a la acidez y al sabor son caracteristicas mas

dependientes del ambiente de produccion y de la interaccion, que del genotipo.

Los resultados obtenidos por Ottai et al. (2004) difieren en la variable de pH, ya que ellos
reportaron una mayor dependencia del genotipo (53 %) en comparacion con el ambiente de
produccion (40 %). Tal diferencia entre resultados podria radicar en el nimero de genotipos y
localidades evaluadas, que fue inferior en Africa que los estudiados en México para esta
investigacion. Los resultados obtenidos para la AT concuerdan con los reportados por Ottai et al.
(2004), en que el efecto del ambiente es el mas importante en la variacion de acidez en genotipos

de H. sabdariffa.
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Cuadro 2.2. Sumas de cuadrados estimadas mediante analisis estadisticos combinados de 53

genotipos de Hibiscus sabdariffa, cada uno cultivado en cinco ambientes de produccion.

Genotipo (G) Ambiente (A) Interaccion G x A
Variable % % %
gl =52 gl=4 gl =208
CTA 33417920** 72  4086368** 9 9000434** 19
FST 175107729** 44 106542954** 27 117319721** 29
pH 6** 22 15** 56 6** 22
AT 2114** 24 4592** 52 2141** 24
Luminosidad calices 8724** 60 1052** 7 4694** 32
Tonalidad célices 3353** 21 2593** 16 9895** 62
SDC célices 24749** 73 2274** 7 6790** 20
Luminosidad extractos 34291** 81 1104** 3 7061** 17
Tonalidad extractos 32219** 80 1610** 4 6563** 16
SDC extractos 56089** 74 7143** 9 12657** 17

**p < 0.01. CTA: contenido total de antocianinas; FST: fenoles solubles totales; AT: acidez
titulable; SDC: saturacion de color.

El color de los calices deshidratados y de los extractos acuosos fue dependiente en mayor
proporcion del efecto del genotipo (Cuadro 2.2), sobre todo en los extractos acuosos en donde
representd un efecto de 74 a 81 % en luminosidad, tonalidad y saturacién del color, mientras que
en los célices deshidratados los porcentajes de luminosidad y saturacion de color oscilaron entre
72y 76 %, y en este caso los valores de tonalidad fueron méas dependientes de la interaccién G x

A (62 %). Es decir, en las variables de color predomina considerablemente el efecto del
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genotipo, de modo que las caracteristicas de color son altamente heredables y estables a través de

ambientes.

Esta informacion sugiere que cuando la finalidad de los célices de jamaica sea para la
obtencion de fitoquimicos la mayor ganancia se logra mediante la seleccion de los genotipos de
color rojo oscuro y que sean sobresalientes en la sintesis y acumulacién de CTA y FST. En
cambio, para obtener los calices con mayor acidez titulable es més conveniente producirlos en
localidades donde los genotipos expresen una mayor sintesis de &cidos organicos por efecto

ambiental.

2.5.2. Variacion genética en color de célices deshidratados y de extractos acuosos

Los analisis de componentes principales (ACP) y de conglomerados (AC) permitieron
clasificar a los 53 genotipos de jamaica en dos grupos contrastantes por su color de calices y
extractos acuosos (EA), en rojo oscuro y rojo claro. Los primeros dos componentes del ACP
explicaron 94.9 % de la variacién de los genotipos con respecto a las variables descriptoras del
color (Figura 2.1). El CP1, que represent6 78.7 % de la varianza total del color de los calices y
los EA, fue descrito por las variables saturacion de color (SDC) en calices deshidratados y
luminosidad y tonalidad en extractos acuosos; mientras que el CP2, responsable de 16.2 % de la
variacion restante, fue explicado por la tonalidad de los célices y la saturacién de color (SDC) de

los extractos acuosos.

Borras-Linares et al. (2015) clasificaron en cinco grupos a los calices de H. sabdariffa en
funcion de su contenido de antocianinas. Sin embargo, es mas comun la clasificacion de los
genotipos en funcion de la coloracion de sus calices, aunque la mayoria de las veces esta

clasificacion se realiza de manera visual en tres categorias de color, rojo oscuro y rojo claro; y en
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menor proporcién los genotipos con céalices de color verde-amarillo (Salinas-Moreno et al.,
2012; Juliani et al., 2009, Christian and Jackson, 2009; Babalola et al., 2001), aunque estos

ualtimos no fueron estudiados en nuestra investigacion.

El grupo de color rojo oscuro (GCRO) estuvo integrado por 19 genotipos (Figura 2.1):
Tempranilla Negra, Jersey Acriollada, Negra UAN, Criolla Morada, Negra Quiviquinta, China,
Morada x Roja, UAN 5, UAN 12-1, UAN 16-2, UAN 17, UAN 18, UAN 21, UAN 23, UAN 29,
UAN 31, 6Q6, 7Q7 y 10. Este grupo se caracterizd por tener un intervalo de luminosidad en sus
calices deshidratados de 12.5 a 14.8 %. Los valores de la tonalidad oscilaron entre 17.6 a 26.2°,

con una saturacion de color que vario de 6.3 a 10.4 unidades.

Los 34 genotipos restantes integraron el grupo de color rojo claro (GCRC): 2MQ2, 3Q3,
Colima, Coneja, Criolla Huajicori, Criolla Precoz, Criolla Puebla Precoz, Criolla Roja Violeta,
Criolla Saper Precoz, Q12, Tempranilla Flor, Tempranilla Roja, UAN 10-1, UAN 10-2, UAN
11, UAN 12, UAN 13, UAN 15, UAN 16, UAN 19, UAN 20, UAN 21-1, UAN 22, UAN 24,
UAN 24-1, UAN 25, UAN 26, UAN 27, UAN 30, UAN 6 Novillero, UAN 6 Puga, UAN 6-1,
UAN 7 y UAN 8 (Figura 2.1). En este grupo la variacion de luminosidad en calices
deshidratados fue de 15.7 a 22.2 %; los valores de tonalidad fueron de 19.9 a 24.9° con
saturaciones de color que oscilaron de 11.5 a 23.2 unidades. Los extractos acuosos mostraron
rangos similares de valores en luminosidad, tonalidad y saturacién en ambos grupos de

genotipos.

A pesar de que el nimero de genotipos fue inferior en el GCRO, su dispersion muestra que su
variacion genética entre genotipos fue mayor a la observada en los genotipos de color rojo claro

(Figura 2.1), en relacion a la tonalidad de sus célices deshidratados y la saturacion de color en

16



extractos acuosos. Esto es de interés en los programas de mejoramiento genético, ya que son los
genotipos rojo oscuro los que pueden expresar mayor variabilidad genética, lo que resultaria en

una mayor variedad de tonalidades en los célices y extractos.
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Figura 2.1. Agrupamiento de 53 genotipos de Hibiscus sabdariffa de acuerdo con sus valores de

luminosidad, tonalidad y saturacion de color (SDC) en célices deshidratados y extractos acuosos.

El efecto significativo (p < 0.01) del ambiente de produccion en los descriptores de color de
calices deshidratados y extractos acuosos de H. sabdariffa, se presenta en el Cuadro 2.3. La
luminosidad de céalices deshidratados mostré los valores mas bajos cuando los genotipos
crecieron en Nayarit (15.0+£3.0 %), comparado con las otras cuatro localidades; en los extractos
acuosos las diferencias en luminosidad ocurrieron entre las cinco localidades evaluadas, los
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extractos de Colima (21.9+7.0 %) fueron los més luminosos, mientras que los de Guerrero

fueron los més oscuros (19.1+7.0 %).

Los calices producidos en Nayarit, Oaxaca y Puebla (20.4+4.0 a 21.1+4.6°) tuvieron una
tonalidad roja mas definida en comparacion con los célices cosechados en Colima y Guerrero
(23.61£4.6 y 23.6£4.0, respectivamente) (Cuadro 2.3). La saturacién de color de célices y
extractos fue mayor en Oaxaca (15.0£5.1), sequida de Colima (14.3£5.8) y Puebla (13.9t£5.4), y
en Nayarit se registraron los valores mas bajos de saturacion de color (11.3+4.6). En los
extractos acuosos la tonalidad fue mas definida en los genotipos que fueron crecidos en Oaxaca

(34.4+6.2) y Guerrero (32.4+7.6).

Cuadro 2.3. Efecto del ambiente de produccion en los valores de luminosidad (L), tonalidad (T)
y saturacion de color (SDC) en célices deshidratados y extractos acuosos de 53 genotipos de

Hibiscus sabdariffa, cada uno crecido en cinco localidades.

Calices deshidratados Extractos acuosos

Localidad — 5 T0) SDC L (%) 0 SDC

Colima  17.0 £ 3.9b* 23.6+4.6a 143+58b 21.9+7.0a 35.8+6.3a 54.2+7.8C
Guerrero 17.4+3.9a 23.6+4.0a 126+4.4d 19.1+7.0e 324+7.6c 49.4+9.5e
Nayarit  15.0 £ 3.0c 211+46b 11.3+4.6e 21.0+4.8b 35.3+4.8a 57.1+6.9a
Oaxaca 17.3+3.7ab 204+4.0c 15.0+5.1a 194 +6.2d 34.4+£6.2b 53.1+7.9d
Puebla 17.2 + 2.8ab 21.0 £ 3.6bc 13.9+5.4c 20.5+6.2c 35.5+6.8a 55.4+8.5Db
DMS 0.4 0.7 0.4 0.2 0.6 0.4

% Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). DMS:
Diferencia minima significativa.
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2.5.3. Caracteristicas fitoquimicas

El contenido de antioxidantes en los extractos acuosos de H. sabdariffa representado por los

contenidos de CTA y FST, presentd una amplia diferencia significativa (p < 0.05) entre

genotipos (Cuadro 2.4). Los genotipos con mayor CTA fueron los de célices color rojo oscuro:

UAN 18, Negra UAN, UAN 17, UAN 21, UAN 12-1, UAN 29, UAN 5y 10, con una variacion

de 608+206 a 757+178 mg EC3G 100 g MS; mientras que UAN 30, UAN 25, UAN 15, UAN

19, UAN 27, Tempranilla Roja, UAN 6-1, UAN 6 Novillero, Tempranilla Flor y Criolla Super

Precoz, de célices color rojo claro, fueron los que registraron el contenido mas bajo en esta

fraccion fenolica (16351 a 228+74 mg EC3G 100 g MS).

Cuadro 2.4. Contenido promedio de antocianinas, fenoles solubles totales, pH y acidez titulable

en extractos acuosos de 53 genotipos de Hibiscus sabdariffa de calices color rojo crecidas en

cinco localidades.

CTA FST AT
Genotipo ID pH
mg EC3G 100 g*MS mg EAG 100 g MS % AC
TN? TN 456+48gk* 2352+210gm 2.70+0.12ad 16.7+3.2ad
TF? TF 176+540p 2022+811In 2.49+0.12ad 20.4+4.0ad
Colima CL 302+92Ip 2130+318kn 2.42+0.14cd 23.2+3.3a
IA® JA 578+140dg 3639+1408a 2.72+0.24ad 16.2+4.2bd
CRV* CRV 266x81lp 2216+437kn 2.50+0.19ad 21.5+4.5ac
CH® CH 314+66ko 2220+321kn 2.40+0.18d 22.3+2.9ab
UN® UN 746+180ab 2651+427ck 2.57+0.21ad 19.1+3.5ad
cm’ CM 396+132hl 2924+965bh 2.77+0.28ad  14.2+4.3d
UAN 5 U5 641+120ae 3152+794ad 2.73+0.18ad 15.7+2.3hd
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CSP®
CPP®
CPlO
NQU
China
uU6pP1?
UAN 31
UAN 6-1
UAN 16-2
U6N®
MxR*
UAN 25
UAN 7
TRlS
UAN 23
UAN 11
UAN 24
UAN 21
UAN 8
UAN 13
UAN 17
UAN 26
UAN 27
UAN 12-1
UAN 15
UAN 24-1
UAN 12
UAN 20
UAN 22
UAN 10-1
UAN 29

CSP
CPP
CP
NQ
CN
U6P
U3l
U6-1
u16-2
UGN
MxR
u25
u7
TR
u23
Ull
u24
u21
us8
uU13
u17
uU26
u27
U12-1
uU15
U24-1
u12
u20
u22
U10-1
u29

163+51p
340£169jn
264+81lp
573+81dg
548+179eg
296x87Ip
511+273ei
194+84np
586+178cg
183+1010p
531+132eh
226+67np
283+110Ip
198+54np
379+96im
273£73Ip
280+961p
731+146ac
277+53Ip
257+102lp
734+99ac
271+88Ip
205+47np
710+238ad
220+54np
305+1441p
241+83mp
307+91lp
267+63lp
240£37mp
698+88ad

20

1647+259n
2320+258hm
2328+323gm
2948+397hg
2917+300Di
2502+222em
2922+376bi
2161+232kn
2946+522bg
2159+383kn
25874258l
2302+321im
2541+4550m
1962+277nm
2716+199bk
2728+291bk
2411+371fm
3640+828a
2576+179dm
2433+437fm
3245+369ac
2627+659cl
2409+327fm
3278+739ab
2311+216hm
26102560dl
2244+566kn
2594+519dl
2354+291gm
2430+297fm
2871+362Dj

2.53+0.22ad
2.54+0.11ad
2.53+0.20ad
2.67+0.23ad
2.58+0.18ad
2.54+0.22ad
2.67+0.23ad
2.55+0.21ad
2.75+0.19ad
2.71+0.27ad
2.70£0.23ad
2.68+0.24ad
2.70+0.25ad
2.55+0.22ad
2.54+0.21ad
2.74+0.30ad
2.76x0.25ad
2.77+0.21ad
2.62+0.21ad
2.68+0.21ad
2.65+0.19ad
2.75+0.26ad
2.75+0.19ad
2.81+0.22ab
2.79+0.34ac
2.76+0.26ad
2.58+0.18ad
2.61+0.17ad
2.63+0.22ad
2.56+0.15ad
2.59+0.21ad

20.6£3.7ad
19.5+2.5ad
19.8+4.4ad
16.8+4.4ad
17.3+3.4ad
18.7+3.8ad
16.5+3.7ad
19.1+5.0ad
17.2+2.9ad
17.5+4.9ad
16.8+3.9ad
19.1+4.5ad
18.1+3.4ad
19.8+4.1ad
19.4+4.2ad
16.9+4.3ad
15.7+4.2bd
15.8+3.3bd
18.2+4.1ad
16.2+3.3bd
18.7+2.3ad
16.9+3.8ad
18.3+3.1ad
16.2+4.4bd
15.6+5.7bd
15.3+4.5cd
18.3+4.2ad
17.4+2.4ad
18.4+4.7ad
19.1+3.0ad
18.6+2.8ad



UAN 19 uU19 207+46np 2348+249gm 2.72+0.17ad 16.8+3.1ad
UAN 30 uU30 228+74np 2311+312hm 2.54+0.23ad 18.3+4.9ad
UAN 16 ul6 246x73mp 2272+423jm 2.61+0.20ad 18.3+4.0ad
UAN 18 uis 757+178a 3156+354ad 2.63+0.24ad 20.0+4.3ad
UAN 21-1 U21-1 333+181jn 2194+371kn 2.60+0.25ad 18.9+4.0ad
UAN 10-2 U10-2 257+35Ip 2386+355fm 2.55+0.18ad 21.5+5.0ac
2MQ2 2MQ2 318+73ko 2623+763dl 2.48+0.11ad 21.3+2.7ac
3Q3 3Q3 275+44lp 2152+380kn 2.47+0.20bd 20.3+3.1ad
6Q6 6Q6 470+155fj 2691+564bk 2.71+0.21ad 17.0£2.1ad
7Q7 7Q7 575+118dg 2981+396bf 2.80+0.26ac  15.4+3.4bd
10 10 608+206bf 3085+482ae 2.86+0.26a 16.0+3.4bhd
CONEJA CO 236x50mp 2294+357jm 2.61+0.13ad 18.8+0.7ad
Q12 Q12 333+48jn 2264+415jn 2.51+0.16ad 22.0+4.2ac
DMSY 148 620 0.39 6.9

Z: Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). YDMS:
Diferencia minima significativa. CTA: contenido total de antocianinas; FST: fenoles solubles
totales; AT: acidez titulable; AC: &cido citrico. ‘Tempranilla Negra; >Tempranilla Flor; 3Jersey
Acriollada; “Criolla Roja Violeta; °Criolla Huajicori; ®Negra UAN; "Criolla Morada; 8Criolla
Super Precoz; °Criolla Puebla Precoz; °Criolla Precoz; 'Negra Quiviquinta; UAN 6 Puga;
BUAN 6 Novillero; **Morada x Roja; *Tempranilla Roja.

En contenido de FST los genotipos de célices color rojo oscuro UAN 21, Jersey Acriollada,
UAN 12-1, UAN 17, UAN 18, UAN 5, 10, 7Q7, Negra Quiviquinta, UAN 16-2, Criolla Morada,
UAN 31, China y UAN 29 destacaron por su alto contenido en este antioxidante (3640828 a
2871+362 mg EAG 100 g MS) (Cuadro 2.4), principalmente los genotipos Jersey Acriollada y
UAN 21 que tuvieron un contenido semejante al del genotipo conocido como Sudan, el cual es
valorado y reconocido a nivel nacional por su alto contenido de antioxidantes (Reyes-Luengas et
al., 2015). Los genotipos con menor contenido de FST fueron los de célices color rojo claro,

especialmente Criolla Huajicori, Criolla Roja Violeta, UAN 21-1, UAN 6-1, UAN 6 Novillero,
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3Q3, Colima, Tempranilla Flor, Tempranilla Roja y Criolla Stper Precoz (2220+321 - 16474259

mg EAG 100 g MS).

Los genotipos superiores en CTA no necesariamente fueron los sobresalientes en FST, y
viceversa; este comportamiento, que también fue reportado por Christian y Jackson (2009),
muestra que genotipos que no destacan por su contenido en CTA lo pueden hacer en FST; pero
también hay genotipos que destacaron por sus altos contenidos de ambos antioxidantes, como
fueron UAN 21, Jersey Acriollada, UAN 12-1, UAN 17, UAN 18, UAN 5, 10, 7Q7 y Negra
Quiviquinta. Los contenidos de FST y CTA registrados en los 53 genotipos mexicanos aqui
evaluados se asemejan a los reportados para genotipos nacionales (Reyes-Luengas et al., 2015;
Salinas-Moreno et al., 2012; Galicia-Flores et al., 2008), y con genotipos crecidos en Jamaica

(Christian y Jackson, 2009).

Entre los genotipos de color rojo oscuro (GCRO), el genotipo Jersey Acriollada fue el méas
inestable por el efecto ambiental, ya que su variacion entre localidades fue de 1408 mg EAG 100
g MS, en contraste con los genotipos China, Morada x Roja, Tempranilla Negra y UAN 23 que
tuvieron una variacion de entre 199 y 300 mg EAG 100 g* MS, y por ello resultaron mas
estables. La variacion en los GCRC fue de 179 a 811 mg EAG 100 g MS (Cuadro 2.4), donde
Tempranilla Flor, 2MQ2 y UAN 26 fueron los genotipos mas inestables a través de localidades.
Estos resultados muestran que los GCRO contienen mas fitoquimicos antioxidantes que los
GCRC, que en el caso de CTA el contenido promedio de GCRO super6 en 2.3 veces al
registrado en GCRC, y en el contenido de FST la superioridad fue de 1.3 veces mayor en la

misma direccion que CTA.
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Las dos variables importantes en la palatabilidad de los extractos acuosos de célices de
jamaica (pH y la AT), fueron significativamente diferentes (p < 0.05) entre genotipos (Cuadro
2.4). Los valores promedio de pH fluctuaron de 2.40+0.18 a 2.86+0.26 entre los 53 genotipos
evaluados, los cuales son convenientes para preservar la estabilidad estructural del cation flavilio
de las antocianinas que confieren la tonalidad roja brillante (Prenesti et al., 2007; Wrolstad,
2004), caracteristica de los extractos acuosos de H. sabdariffa. Los extractos de los genotipos
UAN 10, UAN 12-1, 7Q7, UAN 15, Criolla Morada, UAN 24-1, UAN 24, UAN 26 y UAN 11
fueron los mas afectados por el efecto ambiental, con cambios en su pH del orden de 0.34 a 0.22
unidades que ocasion6 que los valores de pH fueran de 3.0 o superiores, lo que puede afectar la

estabilidad de la coloracién roja brillante en los extractos acuosos de H. sabdariffa.

La AT tuvo una variacion entre genotipos de 14.2+4.3 a 23.2+3.3 % de acido citrico (Cuadro
2.4). Los genotipos con los porcentajes de AT mas elevados y por ende los mas palatables,
fueron Colima, Criolla Huajicori, Q12, Criolla Roja Violeta, UAN 10-2, 2MQ?2, Criolla Stper
Precoz, Tempranilla Flor y 3Q3, con valores que oscilaron entre 20.3£3.13 y 23.2+3.26 %; los
genotipos con la acidez méas baja fueron 10, UAN 21, UAN 5, UAN 24, UAN 15, 7Q7, UAN 24-
1 y Criolla Morada (16.0+3.4 - 14.2+4.3 % de &cido citrico). El valor promedio de acidez

titulable entre los grupos GCRO (17.0 %) y GCRC (18.9 %) fue semejante.

Los valores més elevados de desviacion estandar observados en AT (Cuadro 2.4) muestran
que el efecto del ambiente de produccién fue mayor en esta variable, donde los 53 genotipos
presentaron una variacion de AT a travées de localidades que fue de 0.68 hasta 5.71 % de acido
citrico. Los valores de AT de los genotipos UAN 15 y UAN 6-1 fueron los més inestables, su

variacion fue entre 5.0 y 5.71 % de acido citrico; en contraste, los extractos acuosos del genotipo
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Coneja fueron los de acidez méas estable, ya que su diferencia a través de las localidades

probadas apenas fue de 0.7 % de &cido citrico.

2.5.4. Clasificacion integral de genotipos por calidad fisicoquimica

Al agrupar a los 53 genotipos en funcion de sus caracteristicas antioxidantes y de acidez
mediante la aplicacion de un ACP para las variables CTA, FST, pH y AT, se encontrd que los
dos primeros componentes explicaron 94.0 % de la varianza detectada en los extractos acuosos.
El CP1, constituido por FST y la AT, explict 68.8 % de la varianza total; mientras el CP2 aportd
el 25.2 % de la varianza restante, y fue debido al CTA y pH. Con el anélisis de conglomerados

los 53 genotipos de H. sabdariffa se clasificaron en seis categorias (Figura 2.2).

3 2 1 o 1 2 3 4

-F5T Primer componente (68.8 %) <F&8T
+PAT -PAT

Figura 2.2. Agrupamiento de 53 genotipos de Hibiscus sabdariffa de acuerdo a su contenido

total de antocianinas, fenoles solubles totales, pH y acidez titulable.
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Los conglomerados 3 (Negra UAN, China, UAN 17, UAN 19 y UAN 18) y 6 (Jersey
Acriollada, UAN 5, UAN 21, UAN 12-1, 7Q7 y 10) agruparon a los genotipos con mayor
contenido de CTA y FST, pero los genotipos del conglomerado 3 tuvieron una AT mayor que los
del conglomerado 6 (Cuadro 2.5). En cambio, los genotipos del conglomerado 1 (Tempranilla
Flor, Colima, Criolla Roja Violeta, Criolla Huajicori, Criolla Stper Precoz, Tempranilla Roja,
UAN 10-2, 2MQ2, 3Q3 y Q12) fueron los que registraron mayor AT, aunque sus contenidos de
CTA y FST fueron los més bajos entre los 53 genotipos evaluados. La mayor cantidad de
genotipos resultaron en el conglomerado 2 (Criolla Puebla Precoz, Criolla Precoz, UAN 6 Puga,
UAN 6-1, UAN 6 Novillero, UAN 25, UAN 7, UAN 23, UAN 8, UAN 27, UAN 12, UAN 20,
UAN 22, UAN 10-1, UAN 19, UAN 30, UAN 16, UAN 21-1 y Coneja), el cual se caracterizd

por tener un bajo contenido de CTA y FST, con valores intermedios de AT.

Cuadro 2.5. Comparacion del contenido total de antocianinas (CTA), fenoles solubles totales

(FST), pH y acidez titulable (AT), en seis grupos de Hibiscus sabdariffa.

No. de CTA FST AT
Grupo pH
genotipos mg EC3G 100 g* MS mg EAG 100 g* MS % A. citrico
1 10 260+61c? 2162+259% 2.49+0.05¢c 21.3+1.0a
2 19 261+53c 2371+154de 2.61+0.07b  18.5+0.8b
3 5 697+86a 2968+237ab 2.60+0.03b  18.7+£1.0b
4 6 521+53b 2741+243bc 2.70+0.03a 16.8+0.2c
5 7 286+55¢c 2578+210cd 2.75+0.03a 15.8+1.0c
6 6 641+67a 3296+283a 2.78x0.05a 15.9+0.3c
DMSY 93 339 0.09 1.3

z: Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). Y:DMS:
Diferencia minima significativa.
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El conglomerado 4 (Tempranilla Negra, Negra Quiviquinta, UAN 31, UAN 16-2, Morada x
Roja y 6Q6) tuvo valores intermedios de CTA y FST, con porcentajes bajos de acidez (Cuadro
2.5); mientras que los genotipos incluidos en el conglomerado 5 (Criolla Morada, UAN 11, UAN
24, UAN 13, UAN 26, UAN 15 y UAN 24-1) tuvieron valores bajos en CTA y AT, pero

intermedios en FST.

Entre localidades, Nayarit destacé por inducir la mayor acumulacion de CTA (492+224 mg
EC3G 100 g* MS) y de FST (3114+747 mg EAG 100 MS), que en las demas localidades
(Cuadro 2.6). Los contenidos méas bajos en CTA se dieron en Colima y Guerrero (327+180 y
322+172 mg EC3G 100 g MS), y los mas bajos en FST ocurrieron en Colima y Puebla

(22964551 y 2281+476 EAG 100 g MS, respectivamente).

Cuadro 2.6. Efecto del ambiente de produccion en el contenido total de antocianinas (CTA),

fenoles solubles totales (FST), pH y acidez titulable (AT) en 53 genotipos de Hibiscus

sabdariffa.

Localidad 1A ST pH AT

mg EC3G 100 g MS  mg EAG 100 g MS % &cido citrico

Colima 327 +180d* 2296 + 451d 2.76 £0.19a 16.8 £2.9d
Guerrero 322 +172d 2714 + 560b 2.73+£0.18c 15.7 + 3.2e
Nayarit 492 + 224a 3114 + 747a 2.31+0.11e 24.0+2.9a
Oaxaca 357 + 220c 2404 + 391c 2.75+ 0.10b 17.1+2.0c
Puebla 389 + 205b 2282 + 476d 2.62 +£0.17d 175+ 3.2b
DMS 6 36 0.2 0.6

Z: Valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p < 0.05). YDMS:

Diferencia minima significativa.
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El pH y el AT fueron las variables méas fuertemente afectadas por el ambiente de produccion
(p < 0.01) (Cuadro 2.6). En el pH la variacion a través de localidades fue de 2.31+0.11 a
2.76x0.19, valores extremos registrados en las localidades de Nayarit y Colima, respectivamente.
La AT mostré una varianza a través de localidades desde 15.7+3.2 % en Guerrero hasta 24.0+2.9
% en Nayarit. A diferencia de las variables fitoquimicas, la variacién del pH fue mayor en
Colima, seguido de Guerrero y Puebla; en AT la variacion mayor fue en la localidad de Guerrero

y la menor en Oaxaca.

2.6. CONCLUSIONES

Aunque los efectos de los factores genotipo, ambiente asi como su interaccién G x A tienen
efectos significativos en la variacion de la calidad de los célices de H. sabdariffa, entre ellos el
genotipo fue el factor més importante en los contenidos de antocianinas y fenoles solubles
totales, mientras que el efecto del ambiente de produccion fue el principal responsable de la
variacion en la acidez de los extractos acuosos. Los genotipos de célices color oscuro destacaron
por un mayor contenido de fitoquimicos, y los genotipos de calices color rojo claro mostraron un

mayor porcentaje de acidez titulable.
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3.1. RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar los efectos del genotipo (G), del ambiente de
produccién (A) y de la interaccion G x A en dos variedades de Hibiscus sabdariffa, Negra
Quiviquinta (NQ, célices oscuros) y UAN-8 (calices claros), crecidas en tres ambientes en cada
uno de los estados de Colima, Nayarit y Oaxaca, para evaluar los cambios en los contenidos de
fenoles solubles totales (FST), antocianinas (CTA) y en acidez titulable (AT), asi como en el
perfil cromatografico de CTA y de &cidos organicos. El analisis AMMI reveld que los efectos del

genotipo, el ambiente y la interaccion G x A fueron significativos (p < 0.01). Sin embargo, los
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contenidos de FST y CTA fueron dominados por el genotipo (67 y 68 %), mientras que la AT se
sometio primariamente al efecto ambiental (77 %). NQ tuvo un contenido promedio de FST y
CTA entre ambientes mayor al de UAN-8 (3355 + 235 vs. 2685 + 256 mg EAG 100 g* MS y de
718 + 184 vs. 323 + 73 mg EC3G 100 g MS, respectivamente); las antocianinas mas abundantes
fueron delfinidina 3-sambubidsido (52.7-71.6 %) y cianidina 3-sambubiodsido (23.5-43.2 %). Por
su parte, la AT promedio entre ambientes fue semejante en ambos genotipos (20.0 + 5.0y 21.8 +
3.9 %), aunque su comportamiento fue diferente entre variedades y ambientes de produccion; los
acidos organicos identificados fueron oxalico, tartarico, malico, citrico y succinico, de los cuales
el succinico fue el de mayor contenido en NQ (509.0 mg 100 g) y UAN-8 (412.2 mg 100 g?).
El contenido de FST, CTA y la AT fueron significativamente superiores (p < 0.05) en los
ambientes de Nayarit. Aunque los efectos del genotipo, el ambiental e interaccion G x A fueron
significativos, el factor genotipo fue el mas importantes en el contenido de FST y CTA, mientras
que el factor ambiente modific6 en mayor grado el porcentaje de acidez. Tales efectos no

alteraron los perfiles cromatogréficos de CTA ni los de &cidos organicos.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, analisis AMMI, antocianinas, acidez titulable, perfil

cromatografico.

3.2 ABSTRCT

The objective of this research was to evaluate the effects of genotype (G), production
environment (A) and G x A interaction in two varieties of Hibiscus sabdariffa, Negra
Quiviquinta (NQ, dark calyces) and UAN-8 (light calyces), grown in three environments in the
states of Colima, Nayarit and Oaxaca, to evaluate changes in total soluble phenol content (FST),

anthocyanins (CTA) and titratable acidity (AT), as well as in the CTA and organic acids
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chromatographic profile. The AMMI analysis revealed that the effects of genotype, environment
and G x A interaction were significant (p < 0.01). However, the contents of FST and CTA were
dominated by genotype (67 and 68%), while AT was primarily subjected to the environmental
effect (77%). NQ had an average FST and CTA content greater than that of UAN-8 (3355 * 235
vs. 2685 + 256 mg EAG 100 g-1 MS and 718 + 184 vs. 323 + 73 mg EC3G 100 G-1 MS,
respectively); the most abundant anthocyanins were delphinidin 3-sambubioside (52.7-71.6%)
and cyanidin 3-sambubioside (23.5-43.2%). On the other hand, the average AT between
environments was similar in both genotypes (20.0 £ 5.0 and 21.8 + 3.9 %), although their
behavior was different between varieties and production environments; the organic acids
identified were oxalic, tartaric, malic, citric and succinic, of which the succinic acid was the
highest in NQ (509.0 mg 100 g) and UAN-8 (412.2 mg 100 g1). The content of FST, CTA and
TA was significantly higher (p < 0.05) in Nayarit environments. Although the effects of
genotype, environmental and the interaction G x A were significant, the genotype factor was the
most important in FST and CTA content, while the environment factor modified to a greater
extent the percentage of acidity. such effects did not alter the chromatographic profiles of CTA or

those of organic acids.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, AMMI analysis, anthocyanins, titratable acidity,

chromatographic profile.

3.3. INTRODUCCION

La jamaica, como se le conoce en México a Hibiscus sabdariffa L., es una planta anual que se
cultiva en regiones tropicales y subtropicales del pais. La estructura de la planta con mayor valor

comercial son los célices, a partir de los cuales se prepara la tradicional “agua de jamaica”. Los
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calices de H. sabdariffa contienen abundantes cantidades de compuestos fendlicos, entre los que
destacan los acidos fenolicos, las antocianinas y otros flavonoides (Reyes-Luengas et al., 2015;
Borras-Linares et al., 2015; Segura-Carretera et al., 2008). Las diferentes actividades bioldgicas y
propiedades medicinales asociadas a los calices de H. sadbariffa se deben a sus compuestos
fenolicos (Zhang et al., 2014; Robbins, 2003). La elevada actividad antioxidante se atribuye

principalmente a sus antocianinas (Tsai et al., 2002).

El contenido de compuestos fenolicos esta determinado por el genotipo, y esta estrechamente
asociado con el color de los calices (Christian y Jackson, 2009). Particularmente el contenido de
antocianinas que es entre cuatro y siete veces mas elevado en genotipos con célices de color rojo
oscuro que en los genotipos con calices de color rojo claro (Salinas-Moreno et al., 2012).
Ademas, el ambiente de produccidn también afecta la sintesis de estos flavonoides en los célices
de H. sabdariffa (Jakkola y Hohtola, 2010); por ejemplo, en genotipos de H. sabdariffa crecidos
en diferentes ambientes, Juliani et al. (2009) observaron diferencias de hasta 70 % en el
contenido de antocianinas al variar el ambiente de produccion; los fenoles solubles totales

mostraron un comportamiento similar.

Los consumidores eligen el “agua de jamaica” con base en su color y sabor; dentro de este
ualtimo atributo, la acidez de la bebida es el factor mas importante (Bechoff et al., 2014), y se
atribuye a la presencia de diferentes acidos organicos, entre los que destacan los acidos succinico
y oxalico, ademas del &cido ascérbico (Wong et al., 2002). En algunos trabajos se ha asociado la
intensidad del color de los célices con su acidez, y la mayor acidez se ha relacionado con los
genotipos de calices claros en comparacion con los oscuros (Galicia-Flores et al., 2008; Salinas-
Moreno et al., 2012). A pesar de la importancia de la acidez en la aceptabilidad del producto, se
le ha dado poca atencion en la caracterizacion fisico-quimica de los calices de H. saddariffa.
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En Meéxico existe una gran cantidad de genotipos de H. sabdariffa que se emplean para la
produccidn de célices, los cuales difieren fenotipicamente en forma, tamafio, color (Torres-Moran
et al., 2011), y en contenido de compuestos fendlicos de interés nutracéutico. La mayor parte de
este germoplasma se conoce como criollo, que cominmente carece de uniformidad y de buenos
rendimientos de célices. Una parte relevante para mejorar la competitividad del cultivo de H.
sabdariffa en México es contar con variedades mejoradas adaptadas a las diferentes zonas

productoras, que destaquen en el rendimiento de célices y en el contenido de bioactivos.

Para ello es necesario determinar primero el efecto de la variedad y el ambiente de produccion
sobre las variables determinantes para la calidad de los célices. Por lo antes expuesto, los
objetivos del presente estudio fueron: evaluar los efectos del genotipo (G), el ambiente de
produccién (A) y su interaccion G x A, en dos variedades contrastantes de Hibiscus sabdariffa,
Negra Quiviquinta y UAN-8, ambas crecidas en tres localidades ubicadas en tres estados
productores en México, Colima, Nayarit y Oaxaca, para evaluar los cambios en los contenidos y

perfiles cromatograficos de fenoles solubles totales, antocianinas y acidos organicos.

3.4. MATERIALES Y METODOS

3.4.1. Material vegetal

Se compararon dos variedades de H. sabdariffa, Negra Quiviquinta (NQ) y UAN-8, de calices
rojo claro y rojo oscuro respectivamente. Ambas variedades fueron crecidas y cosechadas en
2013 en tres localidades de tres estados mexicanos con tradicion en la produccion de jamaica
(Cuadro 3.1). ElI manejo agronémico, de cosecha y de postcosecha aplicado en cada variedad fue
el que se practica en cada region de produccion, por lo que fueron considerados como parte del

efecto ambiental, junto con la localidad geogréafica (clima, suelo, altitud, etc.), ya que todos ellos
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interactuaron con las dos variedades de H. sabdariffa evaluadas en este estudio. Las variedades

en estudio constituyen parte del germoplasma experimental de esta especie en el Instituto

Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), que estan en evaluacion

para su proxima liberacion al mercado (M. en C. Manuel Ovando Cruz!, 2015, Com. pers.).

Cuadro 3.1. Ubicacién geografica y altitud de las localidades en las que se cultivaron los

genotipos de Hibiscus sabdariffa bajo estudio.

Estado Localidad Coordenadas geograficas Altitud
Latitud Norte Longitud Oeste (m)
Comala 19° 18'19.36" 103° 45'12.03" 600
Colima Puerta de Anzar 19° 7' 14.81" 103° 32' 57.00" 465
Trapichillos 19° 9' 38.00" 103° 31' 32.00" 550
Jala 21°5'23.15" 104° 26' 18.32" 1080
Nayarit Quiviquinta 22° 43' 45,98" 105° 20' 7.10" 80
Xalisco 21°27'2.71" 104° 53' 55.94" 915
Los Limones 16° 1'34.27" 97° 29' 34.95" 30
Oaxaca Rio Grande 16°0' 37.57" 97° 26'0.63" 30
Santa Maria Tonameca 15° 44' 47.69" 96° 32' 46.56" 40

3.4.2. Preparacion de los extractos acuosos

Se empleo el método descrito por Galicia-Flores et al. (2008). Brevemente, 2.5 g de calices en

base seca se depositaron en un vaso de precipitados de 600 mL y se adicionaron 100 mL de agua

Investigador del Programa de Jamaica del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP), Campo Experimental Valles Centrales de Oaxaca, Oaxaca.
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destilada; la mezcla se llevo a ebullicion durante 15 min, para enseguida separar el extracto por
decantacion. La extraccion se repitio bajo las mismas condiciones, y al final se hizo un solo
extracto con la mezcla de ambas extracciones; posteriormente se procedid a filtrar con papel
Whatman No. 4, para luego aforar a 200 mL con agua destilada. A partir de este extracto se

realizaron todas las determinaciones, excepto la cuantificacion y analisis de acidos carboxilicos.

3.4.3. Fenoles solubles totales (FST)

Se uso6 el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). De manera breve, a 100 uL
del extracto acuoso se adiciond un volumen de 125 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma
Aldrich®), se agito y se dejo reaccionar por 6 min en oscuridad; después se neutraliz6 con 1250
uL de carbonato de sodio (JT Baker®) a 19 % (p/v), y se ajustd el volumen a 3 mL con agua
destilada. La muestra se agitd y se dejo reaccionar por 90 min en oscuridad. La absorbancia se
midio en un espectrofotometro PerkinEImer® (Lamda 25 UV/Vis) a una longitud de onda de 760
nm. Se elabord una curva patrén de &cido galico (20 a 100 ppm; 20 a 100 mg L?), y los
resultados se expresaron en mg equivalentes de &cido galico por 100 g de muestra seca (mg EAG

100 g* MS). Este andlisis se realizd por cuadruplicado.

3.4.4. Contenido total de antocianinas (CTA)

Se midid la absorbancia en 3 mL de cada extracto acuoso, en cuatro repeticiones, diluido con
agua destilada (factor de dilucion = 5) con un espectrofotometro PerkinElmer® (Lambda 25
UV/Vis), conforme al procedimiento descrito por Galicia-Flores et al. (2008). Para su
cuantificacion se elabord una curva estandar con cianidina 3-glucésido (Polyphenols®, Nw) con

concentraciones en un rango de 0 a 30 ppm (0 a 30 mg L), para expresar el contenido total de
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antocianinas en mg equivalentes de cianidina 3-glucésido por 100 g de materia seca (mg EC3G

100 g MS).

3.4.5. Perfil de antocianinas por cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Cada muestra de extracto acuoso (3 mL) se filtrd6 con un acrodisco de nailon 0.45 um
(Titan2®), y se depositd en un vial &mbar que se conservd a 4 °C por un dia antes de su analisis.
Se utilizé un equipo PerkinElmer® Series 200, equipado con una columna C18 Hypersil ODS
(200 x 4.6 mm, 5 um). EI método de analisis empleado fue el descrito por Fossen et al. (2001), el
cual utiliza un sistema de gradientes con dos disolventes: acido formico (Merck®): agua (JT
Baker®) (1:9 v/v); y éacido formico: agua: metanol (JT Baker®) (1:4:5 v/v/v). Todos los
disolventes empleados fueron grado HPLC. El volumen de muestra inyectado fue de 10 uL vy el
tiempo de corrida de 21 min, con un flujo de solventes de 1.2 mL min* a 25 °C. La deteccion de
las antocianinas se hizo a 520 nm. La identificacion de las antocianinas se realizé con estandares

comerciales, y con base en lo reportado por Segura-Carretero et al. (2008).

3.4.6. Acidez titulable (AT)

Se determind, en cuatro repeticiones, con base en el método 942.15 descrito por la AOAC
(1998), en una alicuota de 10 mL que se diluy6 hasta 200 mL con agua destilada. Se us6
fenolftaleina como indicador y se titul6 con NaOH 0.1 N (JT Baker®). El porcentaje de acidez

titulable se expreso en miliequivalentes de acido citrico.

3.4.7. Extraccion y analisis de acidos carboxilicos

Para esta determinacion, los célices secos se molieron en un molino de martillos (IKA®,

modelo MF 10), equipado con una malla de 0.5 mm. Las harinas se deshidrataron hasta llegar a
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peso constante en una estufa de conveccion a 40 °C durante 12 h. La extraccion se hizo a partir
de 0.5 g de harina con 25 mL de agua bi-destilada. La muestra se coloco en un bafio ultrasonico
(Branson® 2510) durante 15 min, y posteriormente en agitacion por 30 min (Gyratory Shaker®,
modelo G10, USA), para después refrigerar a 4 °C por 90 min. La muestra se filtr6 en papel
Whatman No. 4 y aforé en matraz volumétrico a 25 mL. Del extracto se tomaron 2 mL para ser
filtrados por un acrodisco (Titan2®), con membrana de nailon de 0.45 um, y se colocaron en

viales ambar que se almacenaron a 4 °C hasta su analisis por HPLC.

3.4.8. Analisis de &cidos carboxilicos de bajo peso molecular por HPLC

Se realiz6 una seleccion de 5 muestras contrastantes en AT para evaluar su perfil
cromatografico y contenido relativo de cada acido organico presente en los extractos. La
identificacion de acidos organicos de bajo peso molecular se realiz con el mismo equipo usado
en el analisis de antocianinas. Las condiciones de trabajo se estandarizaron segun lo descrito por
Cen et al. (2007), con algunas modificaciones. Como fase mdvil se emple6 una mezcla de fosfato
de potasio 0.01M (pH 2.4, ajustado con acido fosférico) y metanol grado HPLC en proporcion
95:5 (v/v). Se utiliz6 una columna C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm, 5 um) a 30 °C con flujo de
1.0 mL min’, tiempo de corrida de 10 min y volumen de inyeccion de 10 pL. La deteccion se
hizo a 214 nm. Los estdndares empleados para la identificacion fueron: acido malico (de 100 a
500 ppm), los acidos citrico, oxalico y succinico (de 100 a 300 ppm), y el cido tartarico (de 20 a

100 ppm), con los cuales se elaboraron curvas de calibracion para su cuantificacion

3.4.9. Andlisis estadistico

Los resultados de los contenidos de FST, CTA y AT fueron sometidos a un anélisis de

varianza combinado mediante el modelo de efectos principales aditivos e interaccion
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multiplicativa (AMMI, por sus siglas en inglés), con el uso del método de medias ajustadas para
estimar la influencia del genotipo (G), el ambiente de produccién (A) y su interaccion G x A.
Luego se realizd una comparacion multiple de medias por el método de Tukey (p < 0.05) para
identificar diferencias estadisticas entre los genotipos y las localidades evaluadas debidas a la

interaccion G x A. El paquete estadistico empleado fue SAS System Version 9.4,

La gréfica de dos dimensiones entre el CP1 y la variable respuesta (FST, CTA o AT) se hizo
para mostrar las diferencias entre las variedades, las localidades (debido al efecto ambiental), y el
grado de interaccion entre las variedades y las localidades, asi como su estabilidad en las
localidades evaluadas. El efecto del genotipo y el ambiente en este tipo de graficos se representa
en el eje x, que explica segun sea el caso, a cada una de las variables estudiadas (FST, CTA y
AT) en la gréafica de dos dimensiones. Por lo tanto, un mayor valor obtenido entre las variedades
o las localidades se asocia a un mejor desempefio en la variable analizada; mientras que el efecto
de la interaccion G x A dependi6 de los valores obtenidos en el eje del CP1 con respecto al eje x;
asi, las variedades y las localidades que tuvieron valores absolutos mas bajos en el eje CP1 se
consideraron mas estables en la sintesis de FST, CTA, asi como en su AT (eje x), y cuando
presentaron valores elevados en el CP1 se consideré un mayor grado de interaccién entre los

genotipos y las localidades.

3.5. RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1. Andlisis de varianza

El analisis AMMI reveld que todos los factores analizados, asi como su interaccion G x A,
tuvieron efectos estadisticamente significativos (p < 0.01) en las tres variables evaluadas (Cuadro

3.2). De acuerdo con las sumas de cuadrados, los contenidos de FST y CTA estuvieron
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influenciados principalmente por el genotipo, ya que este factor explico 2/3 de la variacion
debida a tratamientos, respectivamente; el ambiente y la interaccion G x A fueron responsables
de 16 y 17 % de la variacion restante en FST, y de 21 y 12 % en CTA. En contraste, la AT fue
mayormente afectada por el ambiente (77 %), seguida de la interaccion G x A (19 %) vy el

genotipo (5 %).

Estos resultados evidencian que la sintesis de estos compuestos antioxidantes (CTA y FST)
depende primariamente del factor genotipo, de modo que en el proceso de mejoramiento genético
la seleccién de genotipos sobresalientes es la principal via para elevar la produccion de calices
ricos en estos dos tipos de fitoquimicos. Resultados similares que muestran la relevancia del
factor geneético en la sintesis de fitoquimicos, han sido informados para cultivares de H.

sabdariffa crecidos en otras latitudes (Ottai et al., 2004).

Cuadro 3.2. Sumas de cuadrados resultantes del analisis AMMI para el contenido de fenoles
solubles totales (FST), contenido total de antocianinas (CTA) y acidez titulable (AT) de calices

deshidratados de dos variedades de Hibiscus sabdariffa crecidas en nueve localidades.

Sumas de cuadrados

Fuente de variacion al

FST % CTA % AT %
Genotipo (G) 1 8070287** 67 2815248** 68 47** 4
Ambiente (A) 8 1971888** 16 843075** 21 799** 77
Interaccion (G x A) 8 2007202** 17 463566** 12 194** 19

**Significancia p < 0.01. gl: grados de libertad.
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Tambien se puede deducir que para lograr una mayor acidez en los calices y en los extractos
acuosos, la mejor forma es cultivar los calices en los sitios en los que los genotipos hayan
expresado una mayor sintesis de acidos organicos. Ottai et al. (2004) también reportaron la
superioridad del efecto ambiental (89 %) en los valores de acidez obtenidos en los calices de H.
sabdariffa. En cambio, Salinas-Moreno et al. (2012) detectaron un efecto significativo del
genotipo en variedades crecidas en el estado de Oaxaca, sin haber reconocido el efecto ambiental

en la expresion de la AT.

3.5.2. Variacién del contenido de fenoles solubles totales (FST) y antocianinas (CTA)

Los compuestos fenolicos son los fitoquimicos antioxidantes mas abundantes en los célices
deshidratados de H. sabdariffa, y la variacion de su contenido en las variedades NQ y UAN-8
debida a genotipo, ambiente de produccion e interaccion G x A, determinados mediante el
analisis AMMI, se muestran en la Figura 3.1. La variedad NQ (3355 mg EAG 100 g MS) tuvo
un contenido promedio de FST a través de los ambientes probados significativamente superior (p
<0.01) al registrado en la variedad UAN-8 (2686 mg EAG 100 g* MS), contraste que representd

una diferencia de 25.0 % entre ambas variedades.

El ambiente en donde ambos genotipos expresaron su mayor potencial para la acumulacion de
FST (Figura 3.1) fue Santa Maria Tonameca (Oaxaca), donde el contenido promedio de FST
cuantificado entre ambas variedades (3416 mg EAG 100 g*) superd en 10 a 18 % a los
rendimientos de FST que estas variedades registraron en los deméas ambientes de produccion
probados. Los ambientes en donde la acumulacion de FST tuvo el desempefio méas bajo fueron

Comala (Colima) y Rio Grande (Oaxaca), en donde el contenidos de FST entre ambos genotipos
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fue de 2814 y 2817 EAG 100 g, respectivamente. En los demas ambientes el contenido

promedio de FST entre ambas variedades oscil6 de 2985 a 3065 EAG 100 g,
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Figura 3.1. Efecto del genotipo, el ambiente y su interaccién G x A en el contenido de fenoles
solubles totales en dos variedades de Hibiscus sabdariffa crecidas en nueve localidades de

México.

El efecto de la interaccion de las variedades NQ y UAN-8 de H. sabdariffa con los nueve
ambientes probados fue significativamente diferente (p < 0.05) (Cuadro 3.2). La sintesis de FST
en la variedad NQ result6 favorecida en las localidades de Quiviquinta, Xalisco, Rio Grande, Los

Limones y Puerta de Anzar, ya que en estas localidades su contenido de FST vario entre 3255 y
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3520 EAG 100 g?, lo que representd un contenido mayor entre 31 a 44 % en comparacion al

registrado en la variedad UAN-8 en las mismas localidades (Figura 3.2).

Por su parte, la variedad UAN-8 tuvo una mejor adaptacion en las localidades de Jala
(Nayarit) y Comala (Colima); en la primera de ellas su rendimiento de FST fue de 3006 EAG 100
g (Figura 3.2), semejante al registrado en la variedad NQ (2982 EAG 100 g), mientras que en
la localidad de Comala su contenido fue de 2640 EAG 100 g, inferior en 12 % al registrado en

la variedad NQ crecida en la misma localidad.
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Figura 3.2. Efecto de la interaccion G x A en el contenido de fenoles solubles totales en dos
variedades de H. sabdariffa crecidas en nueve localidades de México. DMS = 197 mg EAG.
Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las lineas verticales en

cada barra corresponden a las desviaciones estandar (n = 4).

45



En las localidades de Trapichillos (Colima) y Santa Maria Tonameca (Oaxaca) ambas
variedades de H. sabdariffa tuvieron una produccion mas estable de este fitoquimico (Figura 3.2),
con una diferencia de 19 y 17 % entre las localidades, respectivamente; destaca que en Santa
Maria Tonameca fue mayor el contenido de FST en ambas variedades, principalmente en NQ

(3678 EAG 100 g'1).

Las antocianinas integran una fraccion de fitoquimicos que pertenece a la familia de los
compuestos fendlicos, y su importancia es debida a que son responsables del color y a que
contribuyen con la mitad (50 %) de la actividad antioxidante de los extractos de H. sabdariffa. El
CTA, a diferencia del contenido de FST, presentd una mayor variacion entre las variedades y a
través de las localidades probadas, como resultado de los efectos factoriales de estudio (genotipo,

localidad e interaccion G x A) (Figura 3.3).

El efecto del genotipo también fue determinante en el CTA, ya que el contenido promedio a
través de localidades de la variedad NQ (718 mg EC3G 100 g MS) superd significativamente (p
<0.01) al registrado en la variedad UAN-8 (323 + 73 mg EC3G 100 g MS) en 2.2 veces (Figura

3.3).

Los factores ambientales y de interaccion G x A, aunque de menor relevancia que el genético,
también ocasionaron diferencias significativas (p < 0.01) en el CTA de las dos variedades de H.
sabdariffa (Figura 3.3). Las interacciones mas favorables para la variedad NQ, que estimularon
una mayor sintesis y acumulacion de su CTA, se dieron en las localidades de Quiviquinta y
Xalisco (Nayarit) en donde su CTA fue de 1006 y 997 mg EC3G 100 g MS (Figura 3.4),

contenidos que superaron en 3.4y 2.3 veces el CTA de la variedad UAN-8.
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Figura 3.3. Efecto del genotipo, la localidad y su interaccion G x A en el contenido total de

antocianinas en dos variedades de Hibiscus sabdariffa crecidas en nueve localidades de México.

Aunque la combinacion de la variedad NQ y la localidad de Puerta de Anzar (Colima)
también favorecio el desempefio de esta variedad en la acumulacion de este fitoquimico, el CTA
registrado fue inferior al obtenido en las localidades de Quiviquinta y Xalisco, localidad en la que
el contenido de la variedad UAN-8 fue superado en 3.2 veces (Figura 3.4). Por el contrario, por
efecto de la interaccion la variedad NQ crecida en las localidades de Los Limones (Oaxaca) y
Comala (Colima) causé que los valores de CTA fueran los mas bajos para esta variedad (456 y
500 mg EC3G 100 g* MS). En las localidades restantes el efecto de interaccion hizo que su CTA

variara entre 606 y 780 mg EC3G 100 g MS.
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La interaccion entre la variedad UAN-8 con las localidades probadas provocd una variacion
en su CTA que fue de 220 a 428 mg EC3G 100 g* MS (Figura 3.4). El mejor desempefio de esta
variedad se observo cuando se crecio en las localidades de Jala, Xalisco, Trapichillos y Santa
Maria Tonameca (355 a 428 mg EC3G 100 g MS); el efecto contrario se detectd en las
localidades de Los Limones (Oaxaca) y Puerta de Anzar (Colima) donde su contenido descendio

hasta 220 y 243 mg EC3G 100 g* MS, respectivamente.
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Figura 3.4. Efecto de la interaccion G x A en el contenido total de antocianinas en dos
variedades de H. sabdariffa crecidas en nueve localidades de México. DMS = 109 mg EC3G.
Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las lineas verticales en

cada barra corresponden a las desviaciones estandar (n = 4).
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En genotipos de H. sabdariffa el CTA es de mucha importancia porque determinan el grado
de calidad que los célices pueden tener, principalmente porque su contenido esta estrecha y
positivamente asociado con el color de los célices y extractos (Sant”Anna et al., 2013; Salinas-
Moreno et al., 2012), por lo que le CTA constituye un atributo de gran interés para los

consumidores de extractos de H. sabdariffa.

Las diferencias genotipicas en el contenido FST y CTA en célices de H. sabdariffa de
pigmentacion roja contrastante (oscuras y claras) han sido evaluadas previamente en genotipos
crecidos en Nigeria (Juliani et al., 2009), en Jamaica (Christian y Jackson, 2009) y en México
(Borrés-Linares et al., 2015; Salinas-Moreno et al., 2012; Galicia-Flores et al., 2008). Los
resultados también muestran la superioridad en contenido de FST y CTA de genotipos de célices

de color rojo oscuro, como aqui Negra Quiviquinta vs. UAN-8.

Por tales razones el uso de genotipos con alto contenido de fitoquimicos es importante desde
el punto de vista nutracéutico y medicinal. En este contexto, genotipos de célices de color rojo
oscuro como NQ son mas convenientes como fuentes de FST, entre los que destacan las
antocianinas por su abundancia. La fraccion de FST, diferente de antocianinas, también es
importante porque algunos son compuestos astringentes, como taninos o acidos fenoélicos (Reyes-

Luengas et al., 2015) que contribuyen al sabor y palatabilidad (Robbins, 2003) de sus derivados.

Es necesario enfatizar que en los resultados obtenidos en esta investigacion se observé que la
sintesis y acumulacion de FST fue mas estable al efecto de la interaccion G x A en comparacion
con el comportamiento de la acumulacion de antocianinas en las variedades de H. sabdariffa a
través de las localidades evaluadas. Al respecto, Jakkola et al. (2010) mencionan que las

antocianinas son fitoquimicos mas sensibles a cambios ambientales, principalmente a factores
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como la intensidad de luz, el fotoperiodo y los cambios en temperatura, entre los mas

importantes, que provocan cambios en su sintesis y acumulacion.

3.5.3. Perfil cromatogréafico de antocianinas

El perfil de antocianinas fue similar en las dos variedades de H. sabdariffa evaluadas (NQ y
UAN-8), independientemente de la localidad de produccion. La Figura 3.5 ilustra el perfil
caracteristico de antocianinas en los calices de H. sabdariffa, que fue dominado por las
antocianinas delfinidina 3-sambubidsido (D3S, pico 2) y cianidina 3-sambubidsido (C3S, pico 5).
Por su parte, Segura-Carretero et al. (2008) reportaron una discreta presencia de delfinidina 3-
glucésido (pico 1) y cianidina -3,5-diglucésido (pico 3) en el perfil cromatografico de

antocianinas en H. sabdariffa.

La informacion obtenida sobre los perfiles de antocianinas para las dos variedades de H.
sabdariffa analizadas coincide con lo informado previamente por otros investigadores que han
analizado variedades de H. sabdariffa crecidas en paises como Senegal (Juliani et al., 2009;
Rodriguez-Medina et al., 2009), Sudan (Cahlikova et al., 2015) y México (Ramirez-Rodriguez et
al., 2011), lo que muestra que el perfil es una caracteristica genética que no se modifica por el

ambiente.

La localidad de produccion provocd cambios en el contenido relativo de las antocianinas
presentes en los célices, variacion que se consigna en el Cuadro 3.3. El contenido relativo para
D3S mostro una variacion de 52.2 a 71.6 %, en tanto que para C3S la variacion fue de 23.5 a 37.0
%. Para ambos genotipos, la mayor variacion en ambas antocianinas se observo en las localidades
de Colima. La variacion en el contenido relativo de estas dos antocianinas por efecto de genotipo

fue mayor que el efecto de localidad, y asi lo demuestran también los resultados de Borrés-

50



Linares et al. (2015) quienes reportaron una variacion de 46 a 82 % para D3S y de 18 a 54 %

para C3S entre variedades de H. sabdariffa mexicanas.
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Figura 3.5. Perfil cromatografico de antocianinas identificadas en extractos acuosos de célices de
Hibiscus sabdariffa, en los genotipos Negra Quiviquinta y UAN-8. Las antocianinas fueron: 1)
delfinidina 3-glucésido, 2) Delfinidina 3-sambubidsido, 3) cianidina 3,5-diglucoésido, 4) No

identificada, 5) Cianidina 3-sambubiosido.

Segun Daniel et al. (2012), las diferencias en los contenidos relativos de las antocianinas entre
localidades podrian ser atribuidas a diferencias en los métodos de secado empleados para
disminuir el alto contenido de agua en los célices frescos, ya que un deshidratado severo con
temperaturas elevadas y periodos prolongados de exposicion a la luz no son favorables para

preservar este tipo de compuestos.
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Cuadro 3.3. Contenido relativo de antocianinas (D3S y C3S) en extractos acuosos de calices

deshidratados de dos genotipos de Hibiscus sabdariffa crecidos en diferentes localidades.

Genotipo Estado D3S (%) C3S (%)
Oaxaca 60.0 - 62.2 34.2-37.0
Negra Quiviquinta Nayarit 61.6 - 71.6 23.5-30.8
Colima 58.6 - 63.7 29.4-34.1
Oaxaca 52.7-62.5 31.1-43.2
UAN-8 Nayarit 55.2-63.7 31.7 - 40.5
Colima 535-714 24.7-41.9

D3S: delfinidina 3-sambubidsido; C3S: cianidina 3-sambubidsido.

3.5.4. Variacion de la acidez titulable (AT)

El efecto dominante del factor ambiental sobre la AT (Cuadro 3.2), que es una medida de la
palatabilidad de los extractos acuosos de H. sabdariffa, se confirma con los resultados del analisis
AMMI obtenidos en las variedades NQ y UAN-8 (Figura 3.6), que muestran una menor
relevancia del factor genotipo debido a que ambas variedades (NQ y UAN-8) registraron
semejanzas en su acidez media, 17.6 y 19.2 % de &cido citrico, obtenida de las nueve localidades

evaluadas.

Los efectos de la localidad y la interaccion G x A determinaron en mayor grado el nivel de
acidez que expresaron las variedades NQ y UAN-8 (Cuadro 3.2), tal como se aprecia de manera
clara para ambas variedades en las localidades de Nayarit (Quiviquinta, Jala y Xalisco) (Figura
3.6), donde expresaron una mayor acidez de manera conjunta: en Jala y Quiviquinta, localidades
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en donde la acidez promedio entre ambas variedades fue de 22.5 % de acido citrico. Sin embargo,
en la localidad de Jala el efecto de la interaccion provoco que la variedad NQ tuviera una AT
superior a la registrada por UAN-8 (24.8 vs. 20.0 % de acido citrico); en cambio, en la localidad
de Quiviquinta el efecto de la interaccion fue opuesto ya que se favorecié la AT de la variedad
UAN-8, que superé a NQ (23.8 vs. 21.2 % de &cido citrico). En Xalisco la AT de ambas

variedades fue semejante (21.3 vs. 21.2 % de &cido citrico).
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Figura 3.6. Efectos del genotipo, la localidad y su interaccion G x A en la acidez de extractos

acuosos de dos variedades de Hibiscus sabdariffa crecidas en nueve localidades de México.

La AT de la variedad UAN-8 sobresali6 mas en las localidades de Rio Grande (Oaxaca) y

Comala (Colima), donde registr6 valores de 21.4 y 22.6 % de acido citrico (Figura 3.7); para NQ
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los registros de AT logrados en estas localidades fueron de los mas bajos (15.4 y 16.6 % de acido
citrico) en comparacion a lo obtenido en otras localidades. En Los Limones la AT de la variedad
UAN-8 (12.1 % de &cido citrico) también fue superior a la registrada por NQ (9.9 % de acido

citrico). Sin embargo, el porcentaje de AT conseguido fue inferior al logrado en Rio Grande y

Comala.
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Figura 3.7. Efecto del genotipo y la localidad en el porcentaje de acidez titulable en dos
variedades de Hibiscus sabdariffa cada una crecida en nueve localidades. DMS = 0.81 % acido
citrico. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las lineas

verticales en cada barra corresponden a las desviaciones estandar (n = 4).
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Ademas de la localidad de Xalisco, en Trapichillos, Puerta de Anzar y Santa Maria Tonameca,
ambas variedades también mostraron diferencias minimas en sus valores de AT (Figura 3.7),
aunque con valores inferiores que fluctuaron de 15.0 a 18.1 % de &cido citrico. Con esta
informacidn se infiere que en estas localidades, al igual que en Xalisco, la sintesis de los &cidos
organicos que determinar el grado de acidez en estas dos variedades de H. sabdariffa fue mas

estable que en las demaés localidades probadas.

Segun trabajos previos que han reportado valores de AT en genotipos nacionales de H.
sabdariffa, como el de Galicia-Flores et al. (2008) y el de Salinas-Moreno et al. (2012), se podria
inferir que el efecto varietal es el mas importante para obtener un mayor AT. Sin embargo, los
resultados aqui mostrados demuestran que el nivel de acidez cambia primordialmente en funcion
del ambiente de produccion, posiblemente porque el ambiente afecta la expresion génica de
enzimas involucradas en la sintesis de los acidos organicos, ya sea para favorecerla o demeritarla.
Por tanto, al igual que en el comportamiento del contenido de FST y CTA, tampoco es apropiado
generalizar los efectos que los sitios de produccion y la interaccion G x A pueden provocar en la

AT de extractos elaborados a base de H. sabdariffa.

3.5.5. Perfil cromatografico de acidos organicos

El perfil caracteristico de los acidos organicos detectados en los extractos acuosos de H.
sabdariffa se muestra en la Figura 3.8, donde se aprecia que dicho perfil fue estable entre
localidades. El perfil estuvo integrado por: 1) &cido oxalico, 2) acido tartarico, 3) acido malico, 4)

acido citrico y 5) acido succinico, ademas de la presencia de otro &cido no identificado (NI).
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3.5.6. Contenido de acidos organicos

El contenido promedio de &cidos organicos de bajo peso molecular (representado por la suma
de los contenidos de los cinco acidos identificados, en las cinco localidades) fue estadisticamente
igual (p > 0.05) entre las variedades NQ (649.9 + 209.6 mg 100 g de MS) y UAN-8 (555.2 +
89.5 mg 100 g* de MS) (Cuadro 3.4). En ambas variedades el contenido de acido oxalico fue el
que se encontré en menor proporcion, mientras que el succinico fue el mas abundante; el
contenido de los acidos oxalico, tartarico, malico y succinico fue semejante en las dos variedades.
El contenido de &cido citrico fue mayor en la variedad NQ (14.7 + 5.4 mg 100 g* de MS) en

comparacion con lo cuantificado en UAN-8 (8.5 + 1.3 mg 100 g* de MS).
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Figura 3.8. Perfil cromatografico tipico de acidos organicos de cadena corta identificados en
calices de Hibiscus sabdariffa en los genotipos Negra Quiviquinta y UAN-8. La identidad de los
picos fue: 1) acido oxalico, 2) acido tartarico, 3) acido malico, 4) acido citrico y 5) acido

succinico. NI: No identificado.
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En la variedad NQ el contenido total de &cidos organicos mas elevado se dio en la localidad de
Rio Grande (Oaxaca), en donde acumulé 897.4 + 8.6 mg 100 g* de MS, seguido de las
localidades de Comala (Colima) y Jala (Nayarit), que tuvieron contenidos de acidos organicos
semejantes (754.5 + 3.5y 726.2 + 16.7 mg 100 g de MS) (Cuadro 3.4). El peor desempefio en
esta variedad se dio en la localidad de Los Limones, donde registr6 un contenido total de acidos
organicos de 320.5 + 4.1 mg 100 g* MS, inferior incluso al obtenido por la variedad UAN-8
(611.5 + 2.4 mg 100 g™* MS) en el mismo sitio; en esta localidad la variedad NQ también registré
el valor de AT mas bajo. Por su parte, la variedad UAN-8 sobresalié en las localidades de
Comala (Colima) y Los Limones (Oaxaca), con contenidos de acidos organicos de 690.4 + 4.7 y

611.5 + 2.4 mg 100 g* de MS, respectivamente.

La presencia de acidos organicos como citrico, mélico, tartarico, oxalico, succinico, formico,
acetico e hibisico ha sido reportada previamente en H. sabdariffa (Ibrahim et al., 2015; Wong et
al., 2002). Estos acidos se consideran responsables en gran medida de la acidez que expresan los
extractos acuosos de H. sabdariffa. El analisis de esta fraccion de acidos en otras investigaciones
ha dado resultados contrastantes en la predominancia de estos compuestos. Segun Cisse et al.
(2009), los acidos malico y oxalico son predominantes y pueden representar hasta 70 % del total
de acidos contenidos en céalices de H. sabdariffa. Por su parte, Wong et al. (2002) reportaron a
los &cidos succinico y oxalico como predominantes en un genotipo crecido en Malasia, con
contenidos de 510 y 430 mg 100 g%, respectivamente. lbrahim et al. (2015) también reportaron la

predominancia de oxalico (342.5mg 100 g) y succinico (449 mg 100 g).

Los resultados de estas investigaciones y los que aqui se presentan, demuestran que los &cidos
predominantes en los genotipos de H. sabdariffa analizados fueron el oxalico y succinico. El
contenido de acido succinico obtenido en los genotipos mexicanos analizados es comparable con
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estos resultados, pero no asi los contenidos de acido oxalico, tartarico y citrico que resultaron

inferiores.

Cuadro 3.4. Concentracion de acidos organicos identificados en extractos acuosos de los

genotipos de Hibiscus sabdariffa Negra Quiviquinta (NQ) y UAN-8, cada una crecida en cinco

localidades.
Acidos organicos de bajo peso molecular
Genotipo  Localidad Oxalico Tartarico Mélico Citrico Succinico Total
mg 100 g** MS
Comala 1.6£0.0f? 82.9+0.2ab 56.7+0.7de 13.0£0.5d  600.5+2.5b  754.5+3.5b
Jala 2.4+0.1de  79.1+1.4b 56.410.6de 19.1+0.6b  569.2+16.8bc 726.2+16.7bc
L. Limones 2.1+0.1ef  38.6+1.9d 60.5+2.3cd 20.5+0.2a 199.0£8.1g  320.5%4.1h
e Quiviquinta  17.7+0.3a  78.2+0.8b  62.9+13.3cd  14.2+0.0c 373.3£7.8e  546.3£22.2¢
Rio Grande  3.0+0.1bc  47.5+0.4c  37.2+0.1f 6.9+0.1g 802.9+9.2a  897.4+8.6a
Promedio 5.316.9A 65.2+20.6A 54.7+x10.6A 14.7#+54A 509.0£231A  649.0+209.6A
Comala 29+0.1c  47.1+0.8c 78.1+1.3bc 9.0£0.1ef  553.3+6.9cd 690.4+4.7c
Jala 2.840.1cd  87.2+3.7a 111.7+4.1a 9.6+0.4e 313.9+10.4f  525.1+2.2¢f
L. Limones  1.8+0.0f 45.0+1.2cd 31.3+1.4f 9.240.0ef 524.3+2.5d 611.5+2.4d
DANE Quiviquinta  3.2#0.1bc  82.7+1.6ab 90.6+0.8b 8.4+0.1f 308.2+5.4f  493.0+2.71g
Rio Grande 3.5+0.1b  45.0£1.3cd 40.1+1.7ef 6.4+0.29 361.2+5.4e  456.0+2.69
Promedio 2.8+t0.6A 61.4+216A 70.4+32.1A 8.5+1.3B 412.2+118A 555.2+89.5A
DMS Genotipos 4.4 18.7 22,5 35 162.4 151.4
DMS Localidades 0.5 6.5 18.0 11 33.6 38.0

?: Valores con la misma letra en la misma columna no son estadisticamente diferentes (p < 0.05),
de acuerdo a la prueba de Tukey. Las letras mayusculas representan las diferencias entre
genotipos y letras minudsculas las diferencias entre localidades. DMS: Diferencia minima
significativa.
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3.6. CONCLUSIONES

La calidad de los célices de H. sabdariffa fue modificada por los factores genotipo, localidad y
su interaccion G x A. El factor principal que afecto el contenido de antocianinas y de fenoles
solubles totales fue el genotipo, mientras que la acidez fue modificada principalmente por la
localidad de produccién. Las localidades que favorecieron a las variedades Negra Quiviquinta y
UAN-8 para tener contenidos altos de fitoquimicos pero también un alto porcentaje de acidez
titulable fueron los sitios del estado de Nayarit. De los &cidos organicos de bajo peso molecular
identificados, el succinico fue el que se encontr6 en mayor contenido. Los perfiles
cromatograficos de antocianinas y acidos carboxilicos no se alteraron por efecto ambiental, pero

sus contenidos relativos si fueron alterados.
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4. EFECTO DEL DESHIDRATADO EN LOS PERFILES CROMATOGRAFICOS Y
CONTENIDO DE ANTOCIANINAS Y ACIDOS ORGANICOS EN CALICES DE
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4.1. RESUMEN

El deshidratado de calices es un proceso necesario que reduce el elevado contenido de agua en
los célices de H. sabdariffa para poder conservarlos. El deshidratado tradicional consiste en la
exposicion directa de los calices a la radiacion solar, lo que incrementa los periodos de
deshidratado y la proliferacion de hongos en los calices cuando aumenta la humedad. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de diferentes tratamientos de deshidratado de calices frescos
(TDC) en los contenidos de fenoles solubles totales (FST), antocianinas (CTA) y é&cidos
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organicos en las variedades Negra Quiviquinta (NQ, calices rojo oscuro), UAN-9 (célices rojo
claro) y UAN16-1 (célices verde-amarillos) de H. sabdariffa, asi como evaluar los cambios en los
perfiles cromatograficos de antocianinas y acidos organicos que indican la calidad de H.
sabdariffa. Los TDC evaluados fueron: exposicion directa al sol (TDCS), 40 °C, 50 °C, 60 °C y
70 °C. El efecto de la variedad fue el factor principal de variacion en el contenido de FST y CTA
en los extractos de las variedades NQ, UAN-9 y UAN 16-1. Sin embargo, los tratamientos TDCS
y de 40 °C promovieron la mayor disminucion de FST y CTA en los genotipos de H. sabdariffa,
asi como una mayor reduccién de la acidez en los extractos de las variedades estudiadas. Los
perfiles cromatogréaficos de antocianinas y acidos organicos no fueron afectados por los TDC, en
donde delfinidina 3-sambubiosido y cianidina 3-sambubiosido fueron las antocianinas mas
importantes; el &cido malico y succinico fueron los acidos organicos que se encontraron en mayor
proporcion en los extractos acuosos. El uso de estufas deshidratadoras fue una opcion que
favorecio la preservacion de los fitoquimicos contenidos en los calices y extractos de H.

sabdariffa.

Palabras clave: Hibiscus sabdariffa, fenolicos solubles totales, antocianinas, color, acidez.

4.2. ABSTRACT

Dehydration is a necessary process to reduce the high water content in the calyces of H.
sabdariffa in order to preserve them. Traditional dehydration consists of direct exposure of the
calyces to solar radiation, which increases the dehydration period and promotes the proliferation
of fungi in the calyces when the air moisture increases. The objective of this work was to
evaluate the effect of different dehydration treatments of fresh calyces (TDC) on the contents of

total soluble phenols (FST), anthocyanins (CTA) and organic acids in the varieties Negra
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Quiviquinta (NQ, red dark calyces), UAN-9 (light red calyces) and UAN16-1 (green-yellow
calyces) of H. sabdariffa, as well as to evaluate the changes in chromatographic profiles of
anthocyanins and organic acids, variables that indicate the quality of H. sabdariffa. The
dehydration treatments (TDC) evaluated here were: direct sun exposure (TDCS), 40 °C, 50 °C,
60 °C and 70 °C. The effect of the variety was the main factor of variation in the content of FST
and CTA in the extracts of varieties NQ, UAN-9 and UAN 16-1. However, the TDCS and 40 ° C
treatments promoted the greatest decrease of FST and CTA in all the studied genotypes of H.
sabdariffa, as well as a greater reduction of the acidity in their extracts. Chromatographic profiles
of anthocyanins and organic acids were not affected by TDC, where delphinidin 3-sambubioside
and cyanidin 3-sambubioside were the most important anthocyanins; the malic and succinic acids
were the organic acids found in major proportion in the aqueous extracts. The use of dehydrating
ovens is then an option for the phytochemicals preservation both in calyces and extracts of H.

sabdariffa.

Keywords: Hibiscus sabdariffa, total soluble phenols, anthocyanins, color, acidity.

4.3. INTRODUCCION

Hibiscus sabdariffa L., malvacea originaria del Subsahara Africano (Wilson, 1994), se cultiva
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo para aprovechar sus célices en la elaboracion
de platillos culinarios, aunque su principal uso es como ingrediente de extractos y concentrados
acuosos para elaborar bebidas refrescantes, debido a su color rojo y sabor acido caracteristicos

(Cid-Ortega y Guerrero-Beltran, 2015).

La calidad de los célices de jamaica se define principalmente en funcidn de sus atributos de

color, acidez e inocuidad. El color es resultado del contenido de antocianinas, pigmentos
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hidrosolubles responsables de la coloracion roja en los calices de jamaica (Christian y Jackson,
2009; Salinas-Moreno et al., 2012); mientras que su acidez es debida al contenido y balance de

acidos organicos como son el citrico, malico, oxalico, succinico y tartarico (Ibrahim et al., 2015).

Los calices frescos de H. sabdariffa contienen alrededor de 90 % de humedad, por lo que es
necesario someterlos a un proceso de deshidratacion hasta reducir su humedad a 12 % para su
adecuada conservacion, transportacion y almacenamiento (NMX-FF-115-SCFI-2010). El proceso
tradicional de deshidratado consiste en extender los célices en el suelo y exponerlos directamente
a la radiacion solar por tres o cuatro dias (Meza-Jimémez et al., 2009), el periodo que puede

alargarse si las condiciones ambientales no permiten lograr la pérdida de humedad requerida.

La deshidratacion de los calices previene la proliferacion de microorganismos, muchos de
ellos presentes desde la cosecha, al reducir su actividad de agua (aw) (Hahn et al., 2011), lo que a
su vez limita la actividad de enzimas como polifenol oxidasa (responsable de la oxidacién de
compuestos fendlicos que pueden producir alteraciones de color) y poligalacturonasa (que
degrada el &cido galacturdnico de paredes celulares) (Ong y Law, 2010), que pueden demeritar la
calidad de los calices o provocar su descomposicion. Sin embargo, algunos efectos negativos del
deshidratado tradicional son el incremento de la carga microbiana debido al contacto de los
calices con el suelo y los periodos prolongados de exposicion de los célices a factores adversos,
como son las altas temperaturas y la luz (Castafieda-Ovando et al., 2009), que reducen el

contenido de fitoquimicos, principalmente el de antocianinas, y alteran el color de los célices.

En afios recientes la presencia de lluvias en algunas regiones productoras de Guerrero y
Nayarit, han dificultado la cosecha y el adecuado deshidratado de los célices, que han provocado

pérdidas considerables de célices por la proliferacion de microorganismos (Hernandez-Morales
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2016%; Caro -Velarde 20153, Com. pers.), por lo cual el uso de dispositivos deshidratadores es una
opcion para reducir el periodo de deshidratado y obtener calices de mayor calidad en

comparacion con los obtenidos en el proceso tradicional (Meza-Jiménez, 2008).

Por tales razones, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de tratamientos de
deshidratado de célices frescos en los contenidos de fenoles solubles totales, antocianinas y
acidos organicos de tres variedades de H. sabdariffa, asi como evaluar los cambios en los perfiles
cromatograficos de antocianinas y &cidos organicos que contribuyen en la calidad de H.

sabdariffa.

4.4. MATERIALES Y METODOS

4.4.1. Material vegetal

Se utilizaron tres variedades de H. sabdariffa L.: Negra Quiviquinta (calices rojo oscuro),
UAN 9 (célices rojo claro) y UAN 16-1 (calices verde-amarillos), crecidas y cosechadas en el
afio 2015 en el municipio de Acaponeta, Nayarit. EI manejo agronémico aplicado en cada

variedad fue el que cominmente se practica en la region de produccion.

4.4.2. Tratamientos de deshidratado de calices (TDC)

Los TDC de H. sabdariffa se realizaron en un deshidratador comercial (EBERHARD® MFG.
Co.), donde se aplicaron tres temperaturas (50, 60 y 70 °C, durante 8, 6 y 4 h, respectivamente).

Para cada TDC se usaron 5 kg de célices frescos por variedad. Un tratamiento adicional de

2 Dr. Javier Herndndez-Morales. Lider del proyecto de investigacion “Validacion de variedades de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) con alta concentracién de bioactivos, alto rendimiento y tolerante a enfermedades, determinacion de
plagas y enfermedades e innovacion de la maquinaria agricola para una produccidn sustentable”, financiado por el
CONACyT. Profesor Investigador del Programa de Fitosanidad en el Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo,
Edo. México.

3 M. C. Francisco de Jesus Caro-Velarde. Fitomejorador e investigador de sistemas de produccién de jamaica.
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deshidratado de célices a 40 °C se llevo a cabo en una estufa de conveccion de aire (Felisa
modelo 132), ya que no fue posible aplicar esta temperatura en el equipo de deshidratacion
comercial; este tratamiento durd 96 h porque en las primeras 48 h hubo necesidad de eliminar el

agua condensada al interior de la estufa.

El deshidratado por exposicion directa al sol se hizo colocando los calices sobre una superficie
de concreto expuesta a radiacion solar, durante 6 dias debido a que las muestras se guardaban
ante amenaza de lluvia. La presencia de dias lluviosos y nublados, asi como el largo periodo de

este tratamiento, provoco la proliferacion de hongos en los calices.

Todas las muestras deshidratadas se conservaron en bolsas de plastico tipo ‘ziploc’ (USA) en

condiciones de oscuridad, hasta su procesamiento en el laboratorio.

4.4.3. Preparacion de los extractos acuosos

Se empleo el método descrito por Galicia-Flores et al. (2008), en el cual 2.5 g de célices en
base seca y 100 mL de agua destilada se llevaron a ebullicién durante 15 min en un vaso de
precipitados de 600 mL, para enseguida separar el extracto por decantacion. La extracciéon se
repitié una vez mas bajo las mismas condiciones, y al final se mezclaron ambas extracciones;
posteriormente se procedié a filtrar la mezcla con papel filtro Whatman No. 4 para luego aforar a
200 mL con agua destilada. A partir de este extracto final se realizaron todas las determinaciones,

excepto el analisis de acidos organicos.

4.4.4. Fenoles solubles totales (FST)

Se us6 el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Un volumen de 100 plL de

extracto acuoso se mezcldé con 125 uL de reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N (Sigma Aldrich®), se
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dejo reaccionar por 6 min en oscuridad; después se neutralizé con 1250 uL de carbonato de sodio
(JT Baker®) a 19 % (p/v), y el volumen final se ajusté a 3 mL con agua destilada. La muestra se
agitd y se dejo reaccionar por 90 min en oscuridad a temperatura ambiente. La absorbancia se
midio en un espectrofotometro (PerkinEImer®, Lamda 25 UV/Vis) a 760 nm, por cuadruplicado.
Se elabord una curva patron de acido galico (20 a 100 ppm), y los contenidos se expresaron como

mg equivalentes de acido galico por 100 g de muestra seca (mg EAG 100 g* MS).

4.4.5. Contenido total de antocianinas (CTA)

Se midio la absorbancia del extracto acuoso diluido (factor de dilucion = 5) con un
espectrofotdmetro PerkinElImer® (Lambda 25 UV/Vis), conforme al procedimiento descrito por
Galicia-Flores et al. (2008). Se elabor6 una curva estdndar con cianidina 3-glucésido
(Polyphenols®, Nw) con concentraciones que variaron de 0 a 30 ppm, para expresar el contenido
de antocianinas totales como mg equivalentes de cianidina 3-glucésido por 100 g de materia seca

(mg EC3G 100 g MS). Esta determinacion se realizd por cuadruplicado.

4.4.6. Perfil de antocianinas por cromatografia liquida de alta presion (HPLC)

Cada muestra de extracto acuoso (2 mL) se filtr6 con un acrodisco de nailon (0.45 pm,
Chromafil® Xtra), y se deposité en un vial &mbar que se mantuvo a 4 °C hasta su analisis. Se
utilizé un equipo PerkinEImer® Series 200, equipado con una columna C18 hypersil ODS (200 x
4.6 mm, 5 um). ElI método de analisis empleado fue el descrito por Fossen et al. (2001) que
utiliza un sistema de gradientes con dos disolventes: acido formico (Merck®):agua (JT Baker®)
(1:9 v/v); y acido formico:agua:metanol (JT Baker®) (1:4:5 v/v/v). Todos los solventes

empleados fueron grado HPLC. El volumen de muestra inyectado fue de 10 uL y el tiempo de
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corrida de 21 min a temperatura de 25 °C, con un flujo de 1.2 mL min™®. La deteccion e

identificacion de las antocianinas se hizo a 520 nm, con estandares comerciales.

4.4.7. Color en extractos acuosos

Se utilizé un colorimetro Hunter Lab MiniScan XE Plus (modelo 45/0-L) en la escala CIE
L*a*b*, con iluminante D65 y un angulo 10°. Se obtuvieron los valores de L* que representa la
luminosidad de las muestras; ademas de los valores de a*, la coordenada que tiende al rojo
(valores positivos) o hacia el verde (valores negativos), y b*, la coordenada que tiende al amarillo
(valores positivos) o hacia el azul (valores negativos) (Jha, 2010). Un volumen de 50 mL de
extracto acuoso se depositdé en una copa de cristal (accesorio No. 04-7209-00), a la que se
introdujo un aro negro que en su parte superior sostenia un mosaico blanco con 90 % de
reflectancia (accesorio No. 02-4579-00). La copa de cristal se cubrié con una trampa de luz
(accesorio No. 04-7209-00), y se tomd la lectura con el colorimetro para registrar los valores L*,
a* y b*. La diferencia total de color (AE) se calcul6 de acuerdo con la Guia CIE 1976 (Sharma,

2003) mediante la expresion:
AE* = [(L*-Lo)2 + (a*-ao)2 _ (b*-bo)z]l/z

Donde los valores de L*, a* y b* corresponden a las respuestas de las variables bajo el efecto
de los tratamientos a comparar (TDC, 40 °C, 50 °C, 60 °Cy 70 °C) y Lo, a0 y bo a los del extracto
de calices frescos en cada variedad. Los valores de AE entre los TDC vy el extracto de calices
frescos no deben exceder de 5 unidades para considerarse semejante. Los cuadros de referencia
de color (RC*), también llamados espacios de color, se generaron al convertir los valores de L*,
a* y b* mediante un convertidor de informacién (http://colormine.org/color-converter) y el

programa PowerPoint de Microsoft Office® 2013.
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4.4.8. Acidez titulable (AT)

Se cuantificé por cuadruplicado por el método 942.15 (AOAC, 1998), en una alicuota de 10
mL que se diluy6 hasta 200 mL con agua destilada. Se usé fenolftaleina como indicador y se

titulo con NaOH 0.1 N (JT Baker®). La acidez se expres6 como porciento de acido citrico.

4.4.9. Extraccién de acidos organicos de bajo peso molecular

Los calices secos procedentes de los distintos TDC se molieron en un molino de martillos
(IKA®, modelo MF 10), equipado con una malla de 0.5 mm. En esta determinacion en se
emplearon célices liofilizados en lugar de calices frescos, para que el efecto del molido no
afectara los resultados. Las harinas se deshidrataron hasta peso constante en una estufa a 40 °C
durante 12 h. La extraccion se hizo a partir de 0.5 g de harina en 25 mL de agua bi-destilada. La
muestra se coloc6 en un bafio ultrasénico (Branson® 2510) durante 15 min, y posteriormente en
agitacion horizontal (Gyratory Shaker®, modelo G10, USA) por 30 min, para después
refrigerarse a 4 °C por 90 min. Las muestras fueron filtraron en papel Whatman No. 4 y aforadas
a 25 mL. Del extracto se filtraron 2 mL en un acrodisco con membrana de nailon (0.45 pm,

Chromafil® Xtra), y se almacenaron en viales ambar a 4 °C hasta su analisis por HPLC.

4.4.10. Anélisis de acidos organicos de bajo peso molecular por HPLC

Este analisis se hizo con el mismo equipo empleado en el analisis de antocianinas. Las
condiciones de trabajo se estandarizaron segun lo descrito por Cen et al. (2007), con algunas
modificaciones. Como fase mdvil se empleé una mezcla de fosfato de potasio 0.01M (pH 2.4,
ajustado con acido fosférico) y metanol grado HPLC en proporcion 95:5 (v/v). Se utiliz6 una

columna C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm, 5 um), el tiempo de corrida fue de 10 min con un
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flujo de 1.0 mL min, a una temperatura de trabajo de 30 °C. El volumen de muestra inyectado
fue de 10 pL. La deteccion se hizo a 214 nm. Los estandares empleados para elaborar curvas de
calibracion para la identificacion y cuantificacion de acidos organicos fueron: acido malico (100

a 500 ppm), &cidos citrico, oxalico y succinico (100 a 300 ppm), y acido tartarico (20 a 100 ppm).

4.4.11. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en cada variable estudiada fueron sometidos a un analisis de varianza
con un disefio completamente aleatorizado, con un arreglo de dos factores: 1) variedades (Negra
Quiviquinta, UAN-9 y UAN 16-1), y 2) tratamientos de deshidratado de calices (frescos, secado
al sol, 40 °C, 50 °C, 60 °C y 70 °C); el analisis de los célices en estado fresco se incluyé como
testigo para cuantificar la pérdida de fitoquimicos debida al deshidratado. Adicionalmente se
realiz6 una comparacion multiple de medias (Tukey, P < 0.05) para identificar a los tratamientos
que disminuyeron en menor proporcion el contenido de fitoquimicos, asi como su acidez, en cada

una de las variedades estudiadas. El paquete estadistico empleado fue SAS System Version 9.0.

4.5. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de humedad retenida en los célices posterior a la aplicacion de los tratamientos
de deshidratado a los que fueron sometidos fue de entre 10 y 13 % para las tres variedades
analizadas, por lo que todas las muestras de los diferentes tratamientos de deshidratado

presentaron una humedad cercana al 12 %, que sefiala la norma (NMX-FF-115-SCFI-2010).

4.5.1. Analisis de varianza

El analisis de varianza revelo que el contenido de FST, CTA, la AT y las caracteristicas de

color (luminosidad, a* y b*) evaluadas en los extractos acuosos de H. sabdariffa sufrieron
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cambios significativos (p < 0.01) por efecto de los factores variedad (V) y tratamiento de
deshidratado de calices (TDC), asi como por la interaccion de ambos factores (V x TDC), aunque
en distintas proporciones (Cuadro 4.1). Las sumas de cuadrados expusieron que los contenidos de
FST y CTA en las variedades evaluadas fueron afectadas principalmente por el genotipo, ya que
este factor explicd 86.2 y 93.5 % de la variacion debida a tratamientos, respectivamente; mientras
que los tratamientos de deshidratado de los célices y la interaccion V x TDC explicaron 12.5 y

1.3 % de la variacion restante en FST y 4.6 y 1.9 % en el caso del CTA.

Al igual que las variables fitoquimicas, las variables descriptoras del color de los extractos
acuosos (luminosidad, a* y b*) también fueron afectadas primordialmente por la variedad (69.2 a
99.3 %); los TDC vy la interaccion V x TDC representaron el resto de los efectos de los
tratamientos, que fueron de 0.2 a 5.6 % en su conjunto; sélo en el caso de b* el valor de la
interaccion representd 25.2 % del total de los efectos. Al igual que en evaluaciones previas de
esta misma tesis, en el comportamiento de la AT se observo un resultado opuesto ya que los TDC
afectaron de manera mas contundente a esta variable (72.4 %) en comparacion con los efectos de

la variedad (25.7 %) y de la o su interaccion V x TDC (1.9 %) (Cuadro 4.1).

El efecto tan elevado que presentd el factor variedad en las variables fitoquimicas y de color
en los extractos acuosos de H. sabdariffa evaluados, confirma lo reportado en los capitulos
anteriores de esta tesis en cuanto al efecto de la variedad en los contenidos de FST, CTA y en sus
caracteristicas de color (luminosidad y sus valores de a* y b*), caracteristicas determinadas
primordialmente por el genotipo. Los resultados también confirman la supremacia del efecto

ambiental en el comportamiento de la AT.
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Cuadro 4.1. Sumas de cuadrados correspondiente al analisis de varianza aplicado a las variables
FST, CTA, AT y descriptores de color (luminosidad, a* y b*) en extractos acuosos de calices de

tres variedades de Hibiscus sabdariffa deshidratadas a seis es temperaturas.

Variedad (V) TDC Interaccion G x TDC
Variable % % %
gl=2 gl=5 gl=10
FST 12743982** 86.2 1845001** 125 199420** 1.3
CTA 6582931** 935 325906** 4.6 135454** 1.9
AT 333** 25.7 937** 72.4 24** 1.9
Luminosidad 27111** 99.3 147** 0.5 48** 0.2
a* 27724** 98.9 176** 0.6 134** 0.5
b* 2150** 69.2 175** 5.6 782** 25.2

TDC: Tratamiento de deshidratado de calices; FST: fenoles solubles totales; CTA: contenido
total de antocianinas; AT: acidez titulable.

La interaccion G y TDC, aunque estadisticamente significativa en todos los casos (p < 0.01),
apenas representd de 0.2 a 1.9 % de la variacidn en todas las caracteristicas (Cuadro 4.1), excepto
en b* donde influyd con 25 %. Es decir, los genes son los principales responsables de la calidad

de la jamaica, excepto en AT y en los valores de b*.

4.5.2. Fenoles solubles totales (FST)

Los FST de extractos acuosos de jamaica comprenden principalmente a los acidos fenolicos,
proantocianidinas, antocianinas y otros flavonoides. Los resultados muestran la reduccién de esta
fraccion en las variedades evaluadas debida a los TDC evaluados (p < 0.05) (Figura 4.1). La

variedad NQ present6 un contenido significativamente superior de FST en sus calices en estado
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fresco (3936 mg EAG 100 g* MS) en comparacion con las variedades UAN-9 (3241 mg EAG

100 gt MS) y UAN 16-1 (2925 mg EAG 100 g MS).
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Figura 4.1. Efecto de tratamientos de deshidratado de calices en el contenido de compuestos
fenolicos solubles totales (FST) en tres variedades de Hibiscus sabdariffa. DMS=197 mg EAG
100 g MS. Medias con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las lineas

verticales en cada barra corresponden a las desviaciones estandar (n = 4).

Las variedades NQ y UAN-9, de célices rojos, presentaron dentro de ellas un comportamiento
semejante a través de los TDC evaluados. EI TDC por exposicion directa al sol (TDCS), causo

las mayores pérdidas de FST (Figura 4.1), al reducir en 11.4 % (448 mg EAG 100 g* MS) el

76



contenido de FST en NQ); en la variedad UAN-9 la pérdida de FST fue de 14.3 % (464 mg EAG
100 g* MS). Los TDC restantes no modificaron el contenido de FST registrado en los célices

frescos de estas variedades (p < 0.05).

En la variedad UAN 16-1, que carecid practicamente de antocianinas, el TDCS disminuyo en
19.7 % (575 mg EAG 100 g MS) el contenido de FST (Figura 4.1), por lo que esta variedad fue
la mas afectada por este tratamiento; los TDC a 60 y 70 °C afectaron sélo en 8.0 % el contenido
de FST (233 mg EAG 100 g™ MS). Los TDC de 40 y 50 °C no afectaron el contenido de FST con

respecto al cuantificado en sus calices frescos (p < 0.05).

La degradacion de FST en el TDCS, puede explicarse debido a que el periodo de deshidratado
fue muy prolongado (6 dias) lo cual provoco: 1) la exposicion de la fraccion de antocianinas a
condiciones de intensidad de luz, presencia de oxigeno y temperatura favorable para su
degradacion, como postularon Castafieda-Ovando et al. (2009); y 2) una mayor actividad de agua
(aw) debida a la paulatina reduccion de agua en los calices que permitio una mayor accion
enzimatica, por ejemplo de la polifenol oxidasa que es capaz de catalizar la oxidacion del acido
clorogénico, principal acido fenolico presente en célices de jamaica (Segura-Carretero et al.,
2008), en su o-quinona (clorogenoquinona) (Petras et al., 2010) de menor peso molecular.
Debido a este efecto enzimatico, el contenido de FST en la variedad UAN 16-1 pudo ser inferior,
ya que las variedades de calices verde-amarillos se caracterizan por tener un contenido mayor de
acido clorogénico y de sus derivados (Reyes-Luengas et al., 2015), ademas la clorogenoquinona

se relaciona con el color amarillo pardo caracteristico de esta variedad.

77



4.5.3. Contenido de antocianinas totales (CTA)

El CTA en los extractos acuosos de los calices deshidratados bajo diferentes TDC probados en
las tres variedades de H. sabdariffa se muestran en la Figura 4.2. De acuerdo con lo esperado, la
variedad de calices oscuros (NQ) fue la de mayor contenido, tanto en sus calices en estado fresco
como en los deshidratados. En contraste en la variedad de célices verde-amarillos (UAN 16-1) la
presencia de antocianinas fue marginal. Los calices frescos de las variedades NQ, UAN-9 y UAN

16-1 registraron un CTA de 964, 523 y 72 mg EC3G 100 g* MS, respectivamente.

En las variedades de calices rojos, el TDCS redujo en mayor cantidad el CTA, en tanto que los
TDC a 50, 60 y 70 °C fueron los que menor degradacion del CTA causaron. En la variedad NQ el
tratamiento TDCS redujo el CTA en 35 % (335 mg EC3G 100 g! MS). De los cuatro
tratamientos de deshidratacion en los que se aplico calor, el de menor temperatura fue el que
ocasion6 una mayor degradacion de antocianinas (Figura 4.2). Esto se atribuye al prolongado
periodo de deshidratado (96 horas) que se aplic6 en este tratamiento. Diversos autores han
sefialado que en los procesos de deshidratacion de frutas y vegetales, el incrementar temperatura
y reducir tiempo es en muchos de los casos mas favorable para la preservacion de estos
compuestos que tiempos prolongados a bajas temperatura (Heras-Ramirez et al., 2012; Vega-
Galvez et al., 2012). Este mismo comportamiento se presentd durante la deshidratacion de los

calices de jamaica.

Destaca que el efecto del método de deshidratado fue evidente en la variable CTA, pero no en
los FST, ya que en las variedades NQ y UAN-9 Gnicamente el tratamiento TDCS abati6 los FST
lo suficiente como para ser estadisticamente menor (p < 0.05) a los FST del resto de los

tratamientos (Figura 4.1). Dado que las antocianinas forman parte de los FST, deberia observarse
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una tendencia similar entre ambas variables por efecto del deshidratado. Sin embargo, esto no
ocurre debido a que los productos de la degradacion térmica de las antocianinas son acidos
fenolicos (como acido protocatecuico y acido p-hidroxibenzoico), cloroglucinaldehido (Petras et
al., 2010) y chalconas (Sadilova et al., 2007) que son compuestos que reaccionan con el reactivo

de Folin usado para la cuantificacion de FST.
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Figura 4.2. Efecto de los tratamientos de deshidratado de calices en el contenido total de
antocianinas de tres variedades de Hibiscus sabdariffa. DMS = 71 mg EC3G 100 g MS. Medias
con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05). Las lineas verticales en cada barra

corresponden a las desviaciones estandar (n = 4).
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No se determind la actividad antioxidante de los extractos, pero es muy posible que el
comportamiento de esta variable fuera similar a lo observado en la variable CTA, ya que esta
variable se relaciona en alto grado con la actividad antioxidante de los extractos (Fernandez-
Arrollo et al., 2011; Tsai et al., 2002). Los resultados obtenido en este trabajo muestran que los
tratamientos de deshidratado a temperaturas entre 40 y 70 °C y con periodos mas breves de
tiempo de deshidratado preservaron los FST contenidos en los célices de las variedades rojas. En
la variedad UAN 16-1 los TDC de 60 y 70 °C provocaron la degradacion de una mayor cantidad
de FST, en comparacion con los TDC de 40 y 50 °C. Tal efecto puede ser resultado de la
presencia de compuestos fenolicos méas termosensibles, ya que se ha reportado diferencias entre
la composicion fenodlica entre las variedades de H. sabdariffa de célices color rojo y las
variedades de calices color verde-amarillos (Reyes-Luenga et al., 2015), que presentan mayor

contenido de compuestos derivados del acido cinamico.

4.5.4. Analisis de antocianinas por HPLC

Los diferentes TDC no causaron cambios importantes en el perfil de antocianinas de los
extractos acuosos de H. sabdariffa. La Figura 4.3 muestra los perfiles cromatogréficos de las
antocianinas para los TDC en la variedad NQ. Los porcentajes y contenidos de las dos
antocianinas dominantes en los extractos de jamaica, delfinidina 3-sambubioésido (D3S) y

cianidina 3-sambubidsido (C3S), en las variedades de calices rojos se presentan en el Cuadro 4.2.

80



300 2

] 1
2501 .
1 Calices frescos
200

mUA

150°

100-
501

0123456 7891011

3005 2
] 3
2507 ]
1 Deshidratado a
2001 40°C
<DE ]
= 150*E .
100*;
50
YW
0]
0123456 7891011
300
| o 2
250 _
1 Deshidratado a
2001 60°C
<DE .
= 150’E .
1001
501
o 11—
0 ) )

01234756 7 891011
Tiempo de retencion (min)

300-

12
2501 _
1 Deshidratado

200 por exposicion
< | directa al sol
g 150

1 4
100+ f

50-

0]

300" 2

2501 .

1 Deshidratado a
2001 50°C

g ]

= 1504

100*;
50-

1 Deshidratado a
70 °C

~

01234567 891011
Tiempo de retencion (min)

Figura 4.3. Perfil de antocianinas caracteristico en extractos de calices de la variedad Negra

Quiviquinta de Hibiscus sabdariffa sometidos a diferentes tratamientos de deshidratado. La

identidad de las antocianinas fue: 1) y 3) no identificadas, 2) delfinidina 3-sambubiosido y 4)

cianidina 3-sambubidsido.
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Cuadro 4.2. Contenido de delfinidina 3-sambubidsido (D3S) y cianidina 3-sambubiosido (C3S)
en extractos de variedades de H. sabdariffa sometidas a distintos tratamientos de deshidratado de

calices.

D3S D3S C3S C3S
Variedad Tratamiento

mg 100 gt MS % mg 100 g MS %

Fresca 708 + Oa 69 299 + Oa 29
Secado al sol 474 + 2f 70 180 + 1f 26
40 °C 561 + 3e 70 201 + 1e 25
Negra Quiviquinta
50 °C 656 + 2b 65 279+ 1b 28
60 °C 582 + 3d 65 255 + 1d 28
70 °C 592 + 2¢ 64 262 + 1c 28
Fresca 355 + 0g 66 153 + Oh 28
Secado al sol 211 + 0l 65 92 + 0k 28
40 °C 268 + 0k 65 116 £ 0j 28
UAN-9
50 °C 339 + 4h 62 163 + 29 30
60 °C 294 + 2j 63 134 + 1i 29
70 °C 305 £ 2i 62 149 + 1h 30
DMS 8.2 3.8

DMS: Diferencia minima significativa (p < 0.05); los valores + corresponden a la desviacion
estandar resultante de dos réplicas en la cuantificacion de D3S y C3S.

Se aprecia un ligero decremento en la fraccion de D3S al incrementar la temperatura de los
tratamientos de deshidratado, lo cual no sucedié en la fraccion de C3S (Cuadro 4.2). Tal efecto de

inestabilidad térmica de D3S ha sido reportado por Galicia-Flores et al. (2008) en el proceso de

82



obtencion de extractos acuosos de H. sabdariffa y por Sinela et al. (2017) durante el periodo de
almacenamiento de extractos acuosos de H. sabdariffa. Este patron se observo en las variedades
de jamaica analizadas, ya que el porcentaje de C3S en los tratamiento de mayor temperatura fue

numéricamente mas alto que en los de baja temperatura y secado al sol.

Estos resultados sugieren que al deshidratar los célices de H. sabdariffa en condiciones mas
severas de temperatura y mayor tiempo de deshidratado pueden provocar que el contenido
relativo de D3S se reduzca, al grado de ser inferior al de C3S como reportaron Daniel et al.
(2012), lo que pudo haber provocado cambios en la coloracién de los calices y extractos acuosos,
al pasar de un color rojo-azulado a un color rojo naranja debido a la degradacion de D3S como

apuntaron Kong et al. (2003).

4.5.5. Parametros de color en extractos acuosos

Los valores de luminosidad, a* y b* fueron distintos (p < 0.05) entre variedades, entre los
TDC probados en cada una de las variedades estudiadas, y entre los extractos de calices frescos
comparados con los calices deshidratados (Cuadro 4.3). Como era de esperarse los extractos
derivados de la variedad UAN 16-1 fueron los méas luminosos. Los tratamientos 40 °C, 60 °C y
70 °C tuvieron cada uno 57 % de luminosidad, valor que fue ligeramente inferior al obtenido en
el tratamiento de 50 °C (58.0 %). La variedad NQ fue la que tuvo los extractos acuosos menos
luminosos debido a los tratamientos de deshidratado (11.5 a 12.8 %) y en su extracto de calices
frescos (18.3 %) (Cuadro 4.3). En la variedad UAN-9, los tratamientos TDCS y de 50 °C
tuvieron valores de luminosidad (21.0 y 21.5 %) semejantes al registrado en su extracto acuoso
de calices frescos (22.0 %), los demas tratamientos presentaron una luminosidad inferior (19.0 a

19.8 %).
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Cuadro 4.3. Variacion de luminosidad, a*, b*, diferencia total de color (AE) y referencias de

color (RC*) en extractos acuosos de tres variedades de Hibiscus sabdariffa sometidas a diferentes

tratamientos de deshidratado.

Variedad TDC L* (%) a* b* AE (%) RC*

Fresca 18.3+05h  46.0+0.0b  31.0+0.0c - .

Alsol 128+05i 365+0.69 185+0.6jk 16.6+1.0 .

Negra  49°c  115+06j 365+069 175+06k 17.8+1.1 .
Quiviquinta  5hoc 1954+06i  385+06f 195+06i 14911 .
60°C  12.0+£0.0ij 39.8+05e 20.5+0.6hi 13.7+05 .

70°C  12.3+05ij 403+05e 21.0£00gh 13.0£0.2 .

Fresca 22.0+£0.0e 48.0£0.0a 37.5zx0.6a - .

Alsol 215+06ef 445+06c 335+06b  54+13 .

40°C  19.0+0.0gh 43.0+00d 295+06d  9.9%0.9 .

UAN-9

50°C  21.0+00f 46.0+00b 33.0+08b 50+05 .

60°C  19.3+05g 46.0+00b 33.0+00b 5704 .

70°C  19.8+05g 465+06b 33.8+1.0b 47+15 .

Fresca  60.0 +0.0a 1.0+ 0.0h 16.0 £ 0.0l - .

Alsol 56.0+00d 1.0+00h 288+06d 13.4+05 .

40°C  57.0+00c 10+00h 235+06e 8.1%05 .

UAN 16-1

50°C  58.0+0.0b 2.0+06h 205+00hi 50+05 .

60°C  57.0+00c 15+06h 220+00fg 6.8+0.0 .

70°C  57.0+0.0c 15+00h 23.0+05ef 7.7+0.0 .

DMS 0.9 1.0 1.3
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Los valores de a* (1.0 a 2.0) y b* (20.5 a 28.8) en los extractos acuosos de la variedad UAN
16-1, indican que los colores de los extractos obtenidos de los célices sometidos a diferentes TDC
fueron de una tonalidad amarilla superior a la registrada en el extracto acuosos de calices frescos
(1.0 y 16.0), principalmente el extracto de TDCS que tuvo la diferencia total de color (AE) mas
elevada de 13.4 % con respecto al extracto obtenido de calices frescos (Cuadro 4.3). En los
demas TDC la diferencia total de color se ubico entre 5.0 y 8.1 %, por lo cual se consideran
semejantes entre ellos ya que no sobrepasan una diferencia de 5 unidades entre ellos, la cual es

necesaria para que sensorialmente se identifiquen diferencias de color.

Las diferencias en la coloracion de los extractos de célices de la variedad UAN 16-1 se pueden
observar en las referencias de color (RC*) mostradas en el Cuadro 4.3. Estas diferencias en color,
tal vez se debieron a que en los extractos acuosos hay una mayor expresion de pigmentos de tipo
carotenoides y clorofilas, también contenidos en los célices de H. sabdariffa (Gomes et al.,
2010), debida a la degradacion del bajo contenido de antocianinas presente en esta variedad por
los tratamientos de deshidratado de los célices, provocando un incremento en los valores de la

variable b* en los extractos acuosos.

Resultados semejantes en el color de las diferentes variedades han sido reportados para
extractos de H. sabdariffa por Ifie et al. (2016), Salinas-Moreno et al. (2012), Juliani et al. (2009)

y Christian y Jackson (2009).

En las variedades de calices rojos tales resultados pueden deberse a que la degradacion de
antocianinas en los distintos tratamientos no fue suficiente para provocar cambios contratantes en

las variables de color (luminosidad y valores de a* y b*) de los extractos acuosos, como se
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observo en el analisis estadistico mostrado en el Cuadro 4.3 para las variables de color analizadas

en este estudio.

4.5.6. Acidez titulable (AT)

La Figura 4.4 muestra los resultados obtenidos en las variedades y TDC evaluados. Las
variedades UAN- 9 y UAN 16-1 tuvieron extractos mas acidos, tanto en calices frescos como en
los sometidos a los distintos TDC, en comparacion con los obtenidos en la variedad NQ. En las
tres variedades evaluadas la tendencia del cambio de acidez debida a los TDC fue similar; los
extractos de los TDC de 50 °C, 60 °C y 70 °C fueron los que lograron una acidez semejante a la
registrada en los extractos acuosos de célices frescos de cada una de las variedades evaluadas;
mientras que los tratamientos TDCS y de 40 °C provocaron una disminucién de acidez en los

extractos de 40 %.

Los resultados muestran que los compuestos quimicos responsables de la acidez en los calices
y extractos acuosos pueden disminuir como efecto negativo de los tratamientos de deshidratado
de calices de H. sabdariffa, principalmente en aquellos donde el periodo de exposicion es
prolongado, como se observé en los TDCS y a 40 °C probados en esta investigacion. Por lo cual
se puede inferir que los tratamientos de deshidratado mas adecuados para deshidratar los calices
de H. sabdariffa son aquellos en donde se exponen a temperaturas elevadas por periodos breves

en estufa de secado.

4.5.7. Perfil cromatografico de acidos organicos de bajo peso molecular

El perfil cromatografico caracteristico de los acidos organicos de bajo peso molecular

identificados en los extractos acuosos de H. sabdariffa se muestra en la Figura 4.5, perfil que no
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se modifico con los TDC evaluados. La Figura 4.5A muestra el perfil caracteristico de las
variedades NQ y UAN-9 de calices rojos y la Figura 4.5B muestra el de la variedad UAN 16-1 de
calices verde-amarillos, ambos perfiles fueron integrados por los acidos: 1) oxalico, 2) tartarico,
3) malico, 4) citrico y 5) succinico, ademas de la presencia de un pico no identificado (NI) que

representd entre 30 y 45 % del contenido total relativo en las variedades evaluadas.
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Variedades de Hibiscus sabdariffa

Figura 4.4. Efecto de los tratamientos de deshidratado de calices en la acidez de extractos de tres
variedades de Hibiscus sabdariffa. DMS = .Medias con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey, 0.05). Las lineas verticales en cada barra corresponden a las desviaciones

estandar (n = 4).
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Figura 4.5. Perfiles cromatograficos de &cidos organicos de bajo peso molecular de las
variedades de Hibiscus sabdariffa Negra Quiviquinta y UAN-9 (A) y UAN 16-1 (B). Los acidos
identificados en el perfil fueron: 1) oxalico, 2) tartarico, 3) malico, 4) citrico y 5) succinico. NI:

No identificado.
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Segun Da-Costa-Rocha et al. (2014) los principales acidos organicos responsables de la acidez
en los calices y extractos de H. sabdariffa son: citrico, hidroxicitrico, hibisico, succinico, malico
y tartarico, y en menor cantidad el oxalico y ascérbico. Por lo tanto, el pico no identificado en
este trabajo pueda corresponder al acido hidroxicitrico o al acido hibisico que son los mas
abundantes en célices de H. sabdariffa, que pueden aportar hasta 24 % del total de los acidos

organicos contenidos en los calices de H. sabdariffa.

4.5.8. Acidos organicos de bajo peso molecular

El contenido de acidos organicos dependié tanto de las variedades de H. sabdariffa como de
los TDC aplicado (p < 0.05), cuyos resultados se muestran en el Cuadro 4.4. El acido oxalico se
encontré en menor proporcion en relacion a los demas acidos identificados; en la variedad UAN
16-1 se registr6 un mayor contenido de este metabolito, tanto en su extracto de calices
liofilizados como en sus extractos de los TDC, y se observo que el incremento de la temperatura
en los TDC provocd una disminucion de este acido en esta variedad, s6lo el TDC a 70 °C
preservé una mayor cantidad de acido oxalico (7.6 mg 100 g). Entre las variedades NQ y UAN-

9 y sus TDC el contenido de acido oxalico fue semejante.

La baja magnitud entre las diferencias de los contenidos de acido tartarico y acido citrico no
permitid identificar diferencias estadisticas especificas (p < 0.05) entre las tres variedades y sus
TDC evaluados (Cuadro 4.4). La variacion del acido tartarico fue de 43.1 a61.8 mg 100 gt MS 'y

la del cido citrico fue de 4.2 a 28.7 mg 100 g** MS, entre variedades y los TDC estudiados.

En las variedades NQ y UAN-9 se cuantificé un mayor contenido de los acidos malico (74.9 a
164.8 mg 100 g) y succinico (78.2 a 371 mg 100 g?), en comparacion al registrado en la

variedad UAN 16-1. Estos acidos fueron los mas abundantes en las variedades de H. sabdariffa
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evaluadas. Los tratamientos TDCS y 40 °C fueron los que redujeron més el contenido de ambos
acidos (Cuadro 4.4), por lo cual se infiere que son sensibles a periodos prolongados de
deshidratado aunque se empleen temperaturas bajas; en la variedad UAN 16-1 los tratamientos de
50 °C y 60 °C provocaron la reduccion de acido malico en proporciones semejantes a la
provocada por los tratamientos TDCS y 40 °C. El contenido de &cido succinico en los célices
liofilizados fue inferior al registrado en los extractos del TDC de 50 °C en la variedad NQ, y en
las tres variedades evaluadas en el TDC de 70 °C; algo semejante ocurrio con el acido malico en
la variedad NQ. Este suceso puede indicar que durante el proceso de liofilizado hubo degradacién

de &cido succinico en los calices durante su proceso de deshidratado.

Al respecto, Ardestani et al. (2015) mencionan que la exposicion a temperaturas de
congelacién asi como a la luz pueden inducir un decremento en que el contenido de acidos
organicos, como el malico y el succinico, por lo que el proceso de congelacion de los célices
previo al proceso de liofilizado pudo provocar el decremento de estos acidos en los célices de H.
sabdariffa. Ademas, los célices de las tres variedades estuvieron expuestos a luz artificial durante
el periodo de liofilizado. Por su parte, Adamczak et al. (2009) reportaron una mayor estabilidad
de los &cidos ascorbico, malico, quinico y citrico al proceso de liofilizado en comparacion con el
deshidratado térmico, lo que pudiera explicar que la NQ fuera la Unica de las tres variedades en
presentar variacion del acido malico entre los extractos de los calices liofilizados y con los

obtenidos de los TDC de 50 °C, 60 °C y 70 °C.
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Cuadro 4.4. Contenido de acidos organicos en calices de tres variedades de Hibiscus sabdariffa sometidos a diferentes tratamientos de

deshidratado.
Oxalico Tartérico Malico Citrico Succinico Total
Variedad Tratamiento
mg 100 g* MS
Liofilizado 1.2+0.1gh 50.7 + 0.6fh 132.0+3.3c 7.5+ 0.6eg 325.2+7.0c 516.5 + 10.3bc
Secada al sol 0.8+0.0h 45.1 + 0.4ij 87.3+1.8de 21.6 +3.4ac 129.5 + 4.0fg 284.3 £8.8gh
40 °C 0.8 +0.0h 46.4 + 3.1hj 88.8+1.4d 249+ 1.4ab 1359+ 7.1f 296.7 +10.29
Nagra Quiviquinta
50 °C 0.9 +0.0h 45.7 +0.3ij 1495+ 2.3b 5.9 +1.3fg 409.0 £9.1a 610.9+12.9a
60 °C 1.0+0.0h 43.9+0.7j 151.4 + 4.4ab 28.3+1.8a 309.0 + 3.6dc 533.6 + 10.4bc
70 °C 0.9+0.1h 43.1+0.4j 159.8 £ 2.1ab 14.5 + 3.6¢f 328.8+9.9c 547.0 £9.0b
Liofilizado 0.9+0.1h 48.4 £ 0.3gi 153.0 £ 1.9ab 9.7 +1.0dg 284.3+17.5d 496.3 +17.1cd
Secada al sol 0.2+0.0i 45.1+0.7i 74.9 £ 3.8eg 25.6 +1.6ab 78.2+6.9h 2240+ 12.9i
40 °C 0.2+0.0i 45.6 + 0.9 78.9 + 4.3df 27.9+2.8a 81.3+6.4h 233.9 £ 14.4i
DANS 50°C 1.7 £ 0.0fg 52.8 £ 0.3dg 134.3+5.0c 17.3 £6.3be 309.5 + 15.6¢d 515.6 + 27.1bc
60 °C 1.8 +0.4f 56.6 + 0.8bd 120.7 + 4.3¢c 28.7+12a 239.8+9.8e 447.6 £ 15.7de
70°C 0.8 +0.0h 51.0+0.1eg 1648 +0.1a 19.0 £ 0.6ad 3719+4.7b 607.4 +4.3a
Liofilizado 9.9+0.1a 59.6 + 0.8ab 122.0+8.2c 6.6 +1.1fg 246.2 + 6.4e 444.2 + 3.8
Secada al sol 4.7+0.0c 55.1 £ 0.0ce 64.3+0.1g 27.1+1.8ab 93.7 £ 2.6h 244.8 + 4.4hi
40 °C 43+0.1c 56.1 +1.7bd 64.4 +2.39 26.3 £ 3.5ab 97.9 + 2.8gh 249.0 £ 1.5gi
UAN 16-1
50 °C 35+0.2d 53.9 £ 1.0cf 82.1 +2.0df 9.3 +2.4dg 2450+ 11.2e 393.9 £ 11.9f
60 °C 28+0.3e 58.2 + 2.0ac 71.9 £ 2.4fg 42+1.29 221.3+11.4e 3585+ 15.1f
70°C 7.6 £0.0b 61.8 £ 0.5a 120.8 +0.8¢c 19.2+2.7ad 303.1+4.3cd 512.3+0.3bc
DMS 0.6 44 13.6 10.2 354 49.4

DMS: Diferencia minima significativa.
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4.6. CONCLUSIONES

El efecto de la variedad fue el principal factor de variacion que causo las diferencias en
contenido de fenoles solubles totales y antocianinas, asi como en las diferencias de color en
los extractos acuosos. La calidad de los célices deshidratados, debida su contenido
fitoquimico, también fue disminuida por los tratamientos de deshidratado probados, en
especial por el deshidratado por exposicion directa al sol y el deshidratado a 40 °C. El
porcentaje de acidez de los extractos acuosos fue mas sensible al deshidratado de célices que a
las variedades evaluadas. EI método de deshidratado tradicional por exposicion directa al sol
junto con el de 40 °C fueron los que demeritaron méas la calidad de los calices de H.
sabdariffa, al reducir en mayor proporciéon los contenidos de fenoles solubles totales y el
contenido de antocianinas totales, abatir el porcentaje de acidez y modificar el color de los
extractos. Los tratamientos de deshidratado que preservaron en mayor grado la composicion
de los célices frescos fueron los de 60 °C y 70 °C. Los perfiles cromatograficos de
antocianinas y acidos organicos no fueron afectados por los tratamientos de deshidratado de

calices, pero los contenidos de los fitoquimicos si fueron modificados.

4.7. LITERATURA CITADA

Adamczak A., W. Buchwald, J. Kozlowski and S. Mielcarek. 2009. The effect of thermal and
freeze drying on the content of organic acids and flavonoids in fruit of European cranberry

(Oxycoccus palustris Pers.). Herba Polonica 55: 94-102.

Alarcon-Alonso J., A. Zamilpa, F. Alarcon A., M. Herrera-Ruiz, J. Tortoriello and E.
Jimenez-Ferrer. 2012. Pharmacological characterization of the diuretic effect of Hibiscus

sabdariffa Linn (Malvaceae) extract. Journal of Ethnopharmacology 139: 751-756.

92



Ardestani S. B., M. A. Sahari and M. Barzegar. 2015. Effect of extraction and processing

conditions on organic acids of barberry fruits. Journal of Food Biochemistry 39: 554-565.

Association of Official Analytical Chemists (AOAC). 1998. 162 ed. St. Paul Minnesota, USA.

Castafieda-Ovando A., M. L. Pacheco-Hernandez, Paez-Hernandez, J. A. Rodriguez and C. A.
Galan-Vidal. 2009. Chemical studies of anthocyanins: A review. Food Chemistry 113: 859-

871.

Cen H., Y. Bao, Y. He and D-W Sun. 2007. Visible and near infrared spectroscopy detection

of citric and tartaric acids in orange juice. Journal of Food Engineering 82: 253-260.

Christian R. K. and J. C. Jackson. 2009. Changes in total phenolic and monomeric
anthocyanin composition and antioxidant activity of three varieties of sorrel (Hibiscus

sabdariffa) during maturity. Journal of Food Composition and Analysis 22: 663-667.

Cid-Ortega S. and J. A. Guerrero-Beltran. 2015. Roselle calyces (Hibiscus sabdariffa), an
alternative to the food and beverages industries: a review. Journal of Food Science and

Technology 52: 6859-6869.

Da-Costa-Rocha 1., B. Bonnlaerder, H. Sievers, I. Pischel and M Heinrich. 2014. Hibiscus

sabdariffa L.: A phytochemical and pharmacological review. Food Chemistry 165: 424-443.

Daniel D. L., B. E. Barragan H., I. Anaya S. and M. G. Vizcarra M. 2012. Effect of fixed bed
drying on the retention of phenolic compounds, anthocyanins and antioxidant activity of

roselle (Hibiscus sabdariffa L.). Industrial Crop and Products 40: 268-276.

Fernandez-Arrollo S., 1. C. Rodriguez-Medina, R. Beltran-Debén, F. Pasini, J. Joven, V.

Micol, A. Segura-Carretero and A. Fernandez-Gutiérrez. 2011. Quantification of the

93



polyphenolic fraction and in vitro antioxidant and in vivo anti-hyperlipemic activities of

Hibiscus sabdariffa aqueous extract. Food Research International 44: 1490-1495.

Fossen, T., R. Slimestad and @. M. Andersen. 2001. Anthocyanins from maize (Zea mays)
and reed canary grass (Phalaris arundinacea). Journal of Agricultural and Food Chemistry

49: 2318-2321.

Galicia-Flores L. A., Y. Salinas-Moreno, B. M. Espinoza-Garcia y C. Sanchez-Feria. 2008.
Caracterizacion fisicoquimica y actividad antioxidante de extractos de jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.) nacional e importada. Revista Chapingo Serie Horticultura 14: 121-129.

Gomes M.E., H.R. Da-Costa, R. R. Moreira, H. J. A. Pegas, R. A. L. Lia-De-Paula and J.
Saffi. 2010. Pharmacological evidences for the extracts and secondary metabolites from

plants of the genus Hibiscus. Food Chemistry 118: 1-10.

Hahn F., G. Hernandez, J. Hernandez, C. Pérez and J. M. Vargas. 2011. Optimization of

roselle drying time and drying quality. Canadian Biosystems Engineering 53: 3.1-3.8.

Heras-Ramirez M. E., A. Quintero-Ramos, A. A. Camacho-Davila, J. Barnard, R. Talaméas-
Abbud, J. V. Torres-Mufioz and E. Salas-Mufioz. 2012. Effect of Blanching and drying
temperature on phenolic compounds stability and antioxidant capacity of Apple pomace. Food

and Bioprocess Technology 5: 2201-2210.

Ibrahim S. K., B. A. Hasan and K. D. Khalaf K. 2015. Separation and determination of some
organic acids in dry calyces of Iraqui Hibiscus sabdariffa Linn. Baghdad Science Journal 12:

340-349.

94



Ifie 1., L. J. Marshall, P. Ho and G. Williamson. 2016. Hibiscus sabdariffa (Roselle) extracts
and wine: Phytochemicals profile, physicochemical properties, and carbohydrase inhibition.

Journal of Agricultural and Food Chemistry 64: 4921-4931.

Jha S. N. 2010. Color measurement and modeling. In: Nondestructive evaluation of food

quality. S N Jha (ed). Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg. pp: 17-40.

Juliani H. R., C. R. Welch, Q. Wu, B. Diouf, D. Malaini and J. E. Simon. 2009. Chemistry
and quality of Hibiscus (Hibiscus sabdariffa) for developing the natural-product industry in

Senegal. Journal of Food Science 74: 113-121.

Kong J. M., L. S. Chia, N. K. Goh, T. F. Chia and R. Brouillard. 2003. Analysis and

biological activities of anthocyanins. Phytochemistry 64: 923-933.

Meza-Jimenez J., J. J. Ramirez-Ruiz and J. J. Diaz-Nenez. 2008. The design and proposal of a
thermodynamic drying system for the dehydration of Rosell (Hibiscus sabdariffa) and other

agro-industrial products. African Journal of Agricultural Research 3: 477-485.

Meza-Jimenez J., J. J. Ramirez-Ruiz, G. Luna-Solano and I. Andrade-Gonzalez. 2009. Low-
cost solar themodynamic drying system for the dehydration of roselle (Hibiscus sabdariffa L.)

Drying Technology 27: 621-624.

Norma Mexicana NMX-FF-115-SCFI-2010. Productos agricolas destinados para consumo
humano — flor (caliz) de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) — especificaciones y métodos de

prueba. 21 pp.

Ong S. P. and C. L Law. 2010. Hygrothermal properties of various foods, vegetables y fruits.
In: Drying of food, vegetables and Fruits (Volume 1). S. V. Jangam, C. L. Law and A. S.

Mujumdar (Eds). Pp: 31-58.

95



Patras A., N. P. Brunton, C. O’Donnell and B. K. Tiwari. 2010. Effect of thermal processing
on anthocyanin stability in foods; mechanisms and kinetics of degradation. Trends in Food

Science & Technology 21:3-11.

Reyes-Luengas A., Y. Salinas-Moreno, M. E. Ovando-Cruz, R. I. Arteaga-Garibay y M. D.
Martinez-Pefia. 2015. Analysis of phenolic acids and antioxidant activity of aqueous extracts
of jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) varieties with calyxes of different colors. Agrociencia 49:

277-290.

Sadilova E., R. Carle and F. C. Stintzing. 2007. Thermal degradation of anthocyanins and its
impact on color and in vitro antioxidant capacity. Molecular Nutrition Food Research 51:

1461-1471.

Salinas-Moreno Y., A. R. E. Zufiga-Hernandez, L. B. Jiménez-De la Torre, V. Serrano-
Altamirano and C. Sanchez-Feria. 2012. Color en calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.)
y su relacién con caracteristicas fisicoquimicas de sus extractos acuosos. Revista Chapingo

Serie Horticultura 18: 395-407.

Segura-Carretero A., M. A. Puertas-Mejia, S. Cortacero-Ramirez, R. Beltran, C. Alonso-
Villaverde, J. Joven, G. Dinelli and A. Fernandez-Gutiérrez. 2008. Selective extraction,
separation and identification of anthocyanins from Hibiscus sabdariffa L. using solid phase
extraction-capillary  electrophoresis-mass  spectrometry  (time-of-flight/ion  trap).

Electrophoresis 29: 2852-2861.

Sharma, G. Digital Color Imaging Handbook; CRC Press: Boca Raton, FL, 2003.

Sinela A., N. Rawat, C. Mertz, N. Achir, H. Fulcrand and M. Dornier. 2017. Anthocyanins
degradation during storage of Hibiscus sabdariffa extracts and evolution of its degradation
products. Food Chemistry 214: 234-241.

96



Singleton V. L. and J. A. Rossi. 1965. Colorimetric of total phenolics with phosphomolybdic-

phosphotungstic acid reagents. American Journal of Enology and Viticulture 16: 144-158.

Tsai Pi-Jen, J. Mcintosh, P. Pearce, B. Camden and B. R. Jordan. 2002. Anthocyanin and
antioxidant capacity in roselle (Hibiscus sabdariffa L.) extract. Food Research International

35: 351-356.

Tsai, P. J., J. Mcintosh, P. Pearce, B. Camden, and B. R. Jordan. 2002. Anthocyanin and
antioxidant capacity in roselle (Hibiscus sabdariffa L.) extract. Food Research International.

35: 351-356.

Vega-Galvez A., K. Ah-Hen, M. Chacana, J. Vergara, J. Martinez-Monz0, P. Garcia-Segovia,
R. Lemus-Mondaca and K. Di-Scala. 2012. Effect of temperatura and air velocity on drying
kinetics, antioxidant capacity, total phenolic content, color, texture and microstructure of

apple. Food Chemistry 132: 51-59.

Wilson F. D. 1994. The genome biogeography of Hibiscus L. section Furcaria DC. Genetic

Resources and Crop Evolution 41: 13-25.

97



5. DISCUSION GENERAL

En México existe una amplia diversidad de variedades de H. sabdariffa, que difieren en su
morfologia, su color y su composicion quimica y fitoquimica, caracteristicas que
generalmente se atribuyen al genotipo, como se ha reportado en diversas caracterizaciones de
genotipos mexicanos de H. sabdariffa. Sin embargo, tales caracterizaciones no consideran el
efecto ambiental en los resultados que obtuvieron. Las variedades de H. sabdariffa se
clasifican generalmente por el color de sus célices. La mayor parte de los genotipos presentan
una coloracion roja en sus calices, ya sea oscura o clara; en menor proporcion se encuentran

los genotipos con célices de color verde-amarillos.

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion evidencian que los efectos de los
factores genotipo (G), ambiente de produccion (A), asi como su interaccion (G x A) tuvieron
efectos altamente significativos (p < 0.01) en la variacion del color de los calices
deshidratados y de los extractos acuosos, asi como en el contenido de fitoquimicos, el pH y la

acidez de los extractos acuosos, aunque en diferente proporcion para cada variable de calidad

estudiada.

Las variables descriptoras del color, tanto en calices deshidratados como en extractos
acuosos, asi como el contenido de fitoquimicos antioxidantes (fenoles solubles totales y
antocianinas) fueron dominadas por el factor genotipo. Por tal razén, lo mas conveniente si se
desea tener un mayor rendimiento de fitoquimicos y colores méas intensos en los calices
deshidratados es seleccionar los genotipos de H. sabdariffa con mayor desempefio en la
acumulacion de fenoles solubles totales (FST) y antocianinas (CTA), ya que estas

caracteristicas son altamente estables y heredables.
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Un comportamiento diferente se observo en el pH y la acidez titulable, ambas variables
relacionadas con la palatabilidad de los extractos acuosos, que fueron regidas por los factores
ambiente de produccién (A) y la interaccion G x A. Por tales motivos se infiere, que si el
objetivo es lograr la mayor acidez en los célices de H. sabdariffa, lo primordial es ubicar las
localidades que favorezcan la expresion de las enzimas responsables de la sintesis de acidos

organicos en los calices de H. sabdariffa.

Dentro de las localidades evaluadas, las pertenecientes a Nayarit (Jala, Quiviquinta y
Xalisco) favorecieron una mayor acumulacion de fitoquimicos, asi como una mayor expresion
de acidez en los genotipos de H. sabdariffa evaluados. Este comportamiento puede deberse a
que la mayor parte del germoplasma evaluado en esta investigacion fue colectado en este

estado, por lo cual presenta mayor adaptacion a sus condiciones ambientales.

Estos resultados contribuyen en la identificacién de los genotipos sobresalientes en la
acumulacién de fitoquimicos, ademas de ubicar las localidades mas aptas para su produccion.
Asi como en la identificacion de las localidades mas convenientes para una mayor expresion
de acidez en los genotipos evaluados, informacion que es valiosa en los programas de
mejoramiento genético, y para los productores de esta especie porque les permitird hacer la

seleccién de los genotipos mas aptos para ser crecidos en sus localidades.

A pesar de que los efectos del ambiente de produccion y la interaccion G x A ocasionaron
variacion en el contenido total de antocianinas y &cidos organicos, estos factores no alteraron
los perfiles cromatograficos de ambos compuestos. Las antocianinas dominantes en el perfil
cromatografico de las antocianinas fueron delfinidina 3-sambubiosido y cianidina 3-
sambubiosido. Mientras que el perfil de acidos organicos estuvo integrado por la presencia de
los acidos oxalico, tartarico, malico, citrico y succinico, de los cuales este ultimo fue el mas

abundante.
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Con respecto a los tratamientos de deshidratado de céalices frescos, los resultados
evidenciaron que el uso de aparatos deshidratadores a temperaturas entre 50 y 70 °C por
periodos de 4 a 6 horas para realizar el deshidratado de calices frescos de H. sabdariffa,
favorecieron la preservacion de un mayor contenido de FST y CTA, asi como una mayor
acidez en los calices, incluso superior a la lograda con el proceso tradicional de deshidratado,

que consiste en la exposicion directa de los calices a la radiacion solar.

El efecto de la temperatura no alterd los perfiles cromatograficos de las antocianinas y los
acidos organicos. Sin embargo, en el caso de las antocianinas se observé que la delfinidina 3-
sambubiosido es mas sensible a temperaturas elevadas en comparacion con la cianidina 3-

sambubidsido.

El uso de deshidratadores es una opcién recomendable y factible para acortar los periodos
de deshidratados de los célices y mantener la calidad de los calices, principalmente en
regiones como Guerrero y Nayarit, en donde en los ultimos afios la presencia de
precipitaciones en la época de cosecha y deshidratado de calices ha ocasionado la pérdida de

un gran porcentaje de la produccion de célices de H. sabdariffa.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Los efectos de los factores genotipo, ambiente de produccion, asi como su interaccion G x
A modificaron de manera significativa la calidad de los célices deshidratados de H.

sabdariffa.

El genotipo fue el factor mas importante en la variacion del contenido de fitoquimicos
(fenoles solubles totales y antocianinas), asi como en la variacién del color de los calices y
extractos acuosos. Los genotipos de céalices color rojo oscuro destacaron por su mayor

contenido de fenoles solubles totales y antocianinas.

Las variedades de H. sabdariffa probadas potenciaron su produccion de fenolicos solubles

totales, antocianinas y expresaron su acidez en las localidades de Nayarit.

El perfil cromatografico de antocianinas y acidos organicos fue estable a los factores
genotipo y ambiente de produccion. Aunque el contenido relativo de estos fitoquimicos

fueron afectados por tales factores.

La calidad de los célices deshidratados, en lo referente al contenido de fitoquimicos,
también fue mermada por los tratamientos de deshidratado de los célices, principalmente por
los tratamientos de exposicién directa al sol y el deshidratado a 40 °C, que provocaron la

mayor reduccion de FST y CTA, asi como la acidez en los extractos acuosos.

Los perfiles cromatograficos de antocianinas y acidos organicos no fueron afectados por
los tratamientos de deshidratado de calices. El contenido de cianidina 3-sambubidsido tuvo

mayor estabilidad térmica que delfinidina 3-sambubidsido.
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