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ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA Y CARACTERIZACION FENOLICA DE EXTRACTOS
DE CALICES DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)
Mercedes Morales Cabrera, MC.
Colegio de Postgraduados, 2011
RESUMEN

En este estudio se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos,
metandlicos y acuosos (frio y caliente) de calices deshidratados de Hibiscus sabdariffa
L. de cinco genotipos, sobre S. typhimurium (ATCC14028) y S. cholleraesuis
(ATCC10708), se empled el método difusibn en agar. Se determind la concentracion
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) por dilucion. Se
analizé la influencia del pH en la actividad antimicrobiana. Asi mismo se realiz6 la
caracterizacion fenolica de los extractos etanolicos. El efecto antimicrobiano fue
variable; los extractos de la variedad Alma blanca (calices verdes), presentaron el
mayor efecto antimicrobiano (didmetros de inhibiciéon del2.5 a 19.5 mm) sobre ambos
serotipos de Salmonella. Los extractos etandlicos tuvieron el mayor efecto
antimicrobiano; estos extractos exhibieron aproximadamente 35 % mas efecto que los
metandlicos y 65 % mas que lo observado con los acuosos. La CMI fue de 6.67 mgmL"
'y la CMB de 7.7 mgmL™ de los extractos etandlicos de Criolla de Oaxaca. Alma
blanca mostr6 el menor contenido de polifenoles y Criolla de Oaxaca el mayor. Sin
embargo, en el porcentaje de acidez titulable fue lo contrario. El contenido de
polifenoles no explica de manera clara la respuesta de la actividad antimicrobiana entre
los genotipos. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que estos compuestos

pueden estar influyendo.

Palabras clave: CMI, CMB, pH, Salmonella, compuestos fendlicos, HPLC.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND PHENOLIC CHARACTERIZATION OF EXTRACT
OF CALYCES OF ROSELLE (Hibiscus sabdariffa L.)
Mercedes Morales Cabrera, MC.
Colegio de Postgraduados, 2011

ABSTRACT

This study evaluated the antimicrobial activity of ethanol extracts, methanolic and
agueous (cold and hot) dehydrated calyx of Hibiscus sabdariffa L. five genotypes of S.
typhimurium (ATCC14028) and S. cholleraesuis (ATCC10708) was used agar diffusion
method. We determined the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) by dilution. The influence of pH on antimicrobial
activity. Likewise characterization was performed ethanolic phenolic extracts. The
antimicrobial effect was variable extracts the variety Alma blanca (calyx green) showed
the highest antimicrobial effect (inhibition diameters of 19.5 mm del2.5) on both
serotypes of Salmonella. The ethanol extracts had the greatest antimicrobial effect,
these extracts exhibited about 35% more effect than methanol and 65% higher than
observed with the aqueous. The MIC was 6.67 mgmL™* and MBC of 7.7 mgmL™
ethanolic extracts Criolla de Oaxaca. Alma blanca showed the lowest polyphenol
content and the largest Criolla de Oaxaca. However, the percentage of titratable acidity
was the opposite. The polyphenol content clearly does not explain the response of the
antimicrobial activity between genotypes. However, do not discard the possibility that

these compounds may be influencing.

Keywords: MIC, MCB, pH, Salmonella, Phenolic compounds, HPLC.



1. INTRODUCCION GENERAL
La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es un miembro de la familia Malvaceae. En
México se cultiva principalmente en los estados de Guerrero, Oaxaca, Michoacan
y Nayarit; el principal productor es el estado de Guerrero, que aporta mas de la
mitad de la produccion total (SIAP, 2008).
La jamaica es de importancia en México por los diversos usos potenciales que
tiene, es utilizada para elaborar concentrados, jugos, mermeladas, jaleas, helados,
harinas, licor, entre otros tipos de productos. Ademas, se le atribuyen diversas
propiedades, entre las mas investigadas se encuentran las medicinales, por sus
compuestos fitoquimicos (Onyenekwe et al., 1999; Li Thomas, 2002; Salleh et al.,
2002; Duke et al., 2003; Hirunpanich et al., 2005).
En la actualidad la demanda de alimentos inocuos es una necesidad creciente en
los consumidores, debido a la incidencia de enfermedades transmitidas por
alimentos contaminados con microorganismos patégenos, tal es el caso de
Salmonella sp., que causa la gastroenteritis humana, S. typhimurium es muy
frecuente en muchos paises (Francis & O’Beirne, 1999), a su vez S. cholleraesuis
es un microorganismo que puede transmitirse de los cerdos a los humanos
(Cheng-Hsun et al., 2002).
El interés de conocer compuestos antimicrobianos de origen natural, es una de las
alternativas para asegurar la inocuidad de los alimentos. En algunas plantas y
especias se les atribuyen la caracteristica de tener actividad antimicrobiana en
contra de patégenos vegetales y de humanos (Brandi et al., 2006). Investigadores
han realizado diversos trabajos en varias partes del mundo sobre la actividad

antibacteriana de plantas, principalmente las que se asocian con propiedades
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medicinales (Arora y Kaur 1999; Perumal 1999; Jeevan, 2004; Rios y Recio 2005,
Olaleye 2007; Liasu y Ayandele, 2008; Tajkarimi et al., 2010). Estos estudios, se
han evaluado con diferentes solventes como metanol, etanol, hexano, acetona,
agua, cloroformo, entre otros (Muthuvelan y Balaji, 2008).

La jamaica es una de las plantas con presencia de compuestos antimicrobianos,
en calices deshidratados (Fernandez et al., 1996; Aziz et al. 1998; Metwali, 2003;
Keh-sen et al. 2005; Garcia et al., 2006; Kang et al., 2007; Olaleye 2007; Che-Yiy
Mei-Chin, 2009; Wong et al., 2010).

Las propiedades antimicrobianas presentes en las plantas se ven influenciadas
por varios factores como el genotipo, el ambiente, época de cosecha, el
almacenamiento, procedimientos de extraccibn de las sustancias, ubicacién
geografica y la altitud entre otros (Brandi et al., 2006), en consecuencia, la
comparacion de resultados es mas dificil.

Existen una gama de fitoquimicos con propiedades antimicrobianas, en general los
polifenoles (Tajkarimi et al., 2010), entre ellos algunos acidos fendlicos (Beuchat,
2001). Ademas de flavonoides (Cushnie y Lamb, 2005) y proantocianidinas como

catequinas y epicatequinas (lkigai et al., 1993; Friedman, 2007; Kuete et al. 2008).



1.2. Objetivos generales

v' Determinar la actividad antimicrobiana de diferentes genotipos y extractos
de célices de jamaica (Hibiscus Sabdariffa L.) en el crecimiento de cepas de
Salmonella sp., y evaluar el potencial antimicrobiano de raiz, tallo, hojas,

semilla y capsula con extractos acuosos del genotipo Tecoanapa.

v' Determinar la Concentraciéon Minima inhibitorio (CMI) del material con mas

efecto antimicrobiano de los genotipos con coloracién roja.

v Evaluar las propiedades como pH, Brix y Acidez titulable. Asi como evaluar
las antocianinas totales, fenoles solubles totales, proantocianidinas y acidos

fendlicos del extracto con mayor poder antimicrobiano.
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RESUMEN

En este estudio, se evaluo la actividad antimicrobiana de los extractos de calices
deshidratados de Hibiscus sabdariffa L., con los solventes etandlicos, metandlicos
y acuosos (frio y caliente) en S. typhimurium (ATCC14028) y S. cholleraesuis
(ATCC10708), por el método difusion en agar, asi mismo, se analizd6 en otras
partes de la planta de jamaica como en hoja, raiz, tallo, capsula y semillas en
extractos acuosos en caliente, con plantas del genotipo de Tecoanapa. Ademas,
se determiné la CMI y CMB por el método de dilucién y se analizé la influencia del
pH en la actividad antimicrobiana. Todos los extractos de los calices mostraron
actividad antimicrobiana contra Salmonella. El efecto antimicrobiano fue variable;
los extractos de la variedad Alma blanca (célices verdes), presentaron el mayor
efecto antimicrobiano (diametros de inhibicién del2.5 a 19.5 mm) sobre ambos
serotipos de Salmonella. Los extractos de las estructuras (hojas, raiz, tallo,
capsula y semillas) evaluadas no mostraron ninguna respuesta antimicrobiana. La
CMI fue de 6.67 mgmL™ y la CMB de 7.7 mg'mL™ de los extractos etandlicos de
Criolla de Oaxaca. El pH de los extractos influyé de manera significativa (p>0.05)

en el efecto antimicrobiano.

Palabras clave: CMI, CMB, pH, S. tiphymurium, S. choleraesuis.
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ABSTRACT
In this study, we evaluated the antimicrobial activity of extracts of Hibiscus
sabdariffa L. calyces dehydrated with solvents ethanol, methanol and aqueous
(cold and hot) on S. typhimurium (ATCC14028) and S. cholleraesuis
(ATCC10708), by the agar diffusion method, also, discussed in other parts of the
plant in Jamaica and in leaf, root, stem, capsule and seeds in hot water extracts,
with plants of genotype Tecoanapa. In addition, we determined the MIC and MBC
for the dilution method and analyzed the influence of pH on antimicrobial activity.
All extracts showed antimicrobial activity calyces against Salmonella. The
antimicrobial effect was variable extracts the variety Alma blanca (calyx green)
showed the highest antimicrobial effect (inhibition diameters of 19.5 mm del2.5) on
both serotypes of Salmonella. Extracts of the structures (leaves, root, stem,
capsule and seeds) showed no response evaluated antimicrobial. The MIC was
6.67 mg.mL-1 and MBC of 7.7 mg.mL-1 ethanolic extracts Criolla de Oaxaca. The

pH of the extracts significantly influenced (p> 0.05) in the antimicrobial effect.

Keywords: MIC, MBC, pH, S. tiphymurium, S. choleraesuis.



1. INTRODUCCION

Existen reportes que mas de 1340 plantas producen compuestos quimicos que
poseen actividad antimicrobiana. Se han descrito alrededor de 30 000 sustancias
con esta propiedad, encontrandose en: flores, brotes, semillas, hojas, ramas,
corteza, hierbas, madera, frutos y raices. Estos compuestos se han aislado y
utilizado en diversos campos, como en la industria alimenticia (Burt, 2004).
Diversos autores (Fernandez et al., 1996; Aziz et al., 1998; Metwali, 2003; Keh-sen
et al., 2005; Garcia et al., 2006; Kang et al., 2007; Che-Yi & Mei-Chin, 2009) han
evaluado el efecto antimicrobiano de extractos de célices de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.), donde compuestos fenélicos se han relacionado como responsables
de esta actividad. Por otra parte, Keh-sen et al. (2005) han evaluado el proceso de
inhibicion sobre el crecimiento de: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, Escherichia coli entre otros.
Ademas, Aziz et al. (1998) compararon la actividad antimicrobiana del é&cido
protocatecuico y extractos del céliz de la jamaica, se concluydé que este &cido
juega un papel importante en este proceso.

Factores como el genotipo de la planta, el ambiente, época de cosecha, el
almacenamiento, procedimientos de extraccion de las sustancias, ubicacion
geografica y la altitud entre otros influyen en las propiedades antimicrobianas de
las sustancias vegetales (Brandi et al., 2006). Sin embargo, otros autores sefialan
que aun no esta bien definida la influencia de los factores antes mencionados
sobre las caracteristicas antimicrobianas de los compuestos quimicos de las

plantas (Silva et al., 2007; Proestos et al., 2008).
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Un aspecto importante a considerar en la extraccion de las sustancias
antimicrobianas de los vegetales es el tipo de solvente utilizado (Kang et al.,
2007). Hatil & Moneer (2006), encontraron que los extractos acuosos y etandlicos
de célices de H. sabdariffa L. presentaron mayor efecto antimicrobiano para la
mayoria de las bacterias analizadas. Sin embargo, en ocasiones la susceptibilidad
individual de cada cepa bacteriana o bien de un género o especies también influye
en el efecto antimicrobiano de una planta. Hatil & Moneer (2006), observaron que
los extractos metandlicos de célices de H. sabdariffa L. presentaron el menor
efecto antimicrobiano para la mayoria de las bacterias analizadas en comparacion
con el efecto observado con extractos etanélicos y acuosos; no obstante, el
metandlico fue el mas efectivo contra Streptococcus pneumoniae.

No existen reportes cientificos que definan la actividad antimicrobiana de las
variedades 0 genotipos de jamaica cultivadas en México, por tal motivo, los
objetivos del presente estudio fueron: i) determinar el efecto antimicrobiano de
extractos de célices de jamaica de cinco genotipos cultivados en México, sobre
dos serotipos de Salmonella y determinar la actividad antimicrobiana asi como de
las estructuras de la planta del genotipo de Tecoanapa (raiz, tallo, hojas, semillas,
capsula); i) determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y Ila
concentracion minima bactericida (CMB) del material con mas efecto

antimicrobiano de los genotipos con coloracion roja.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Origen del material vegetal

Se obtuvieron 2 kg de calices deshidratados de cinco genotipos de jamaica,
proveniente de los estados de Guerrero (Tecoanapa), Nayarit (Huajicori), Puebla
(Chiautla) y Oaxaca (Criolla de Oaxaca y Alma blanca), de la cosecha de

diciembre de 2010, directamente con los productores en cada region.

2.2. Sitio experimental

Esta fase experimental consistid en obtener los extractos de los calices de cada
uno de los genotipos de jamaica y las pruebas de inhibiciébn sobre el crecimiento
de S. typhimurium y S. choleraesuis. Este andlisis se realizé en las instalaciones
de la Facultad de Quimica de Alimentos de la Universidad Autonoma del Estado

de Hidalgo, Pachuca, Hgo. Méx.

2.3. Diseio experimental y listado de tratamientos.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se utilizé un disefio experimental
completamente al azar con 21 tratamientos y cuatro repeticiones. El listado de

tratamientos se detalla en el Cuatro 1.
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Cuadro 1. Listado de tratamientos para el analisis de la actividad antimicrobiana

Numero de

tratamientos

Extractos (Genotipo —tipo de

solvente)

© 00 N O o A WDN P

N N B R R R R R R R R R
B O © ©® N O U M W N kB O

Alma blanca — Etanol

Alma blanca — Metanol

Alma blanca — Acuoso en caliente
Alma blanca — Acuoso en frio
Criolla de Oaxaca — Etanol

Criolla de Oaxaca — Metanol
Criolla de Oaxaca — Acuoso en caliente
Criolla de Oaxaca — Acuoso en frio
Huajicori — Etanol

Huajicori — Metanol

Huajicori — Acuoso en caliente
Huajicori — Acuoso en frio
Chiautla— Etanol

Chiautla — Metanol

Chiautla — Acuoso en caliente
Chiautla — Acuoso en frio
Tecoanapa — Etanol

Tecoanapa — Metanol

Tecoanapa — Acuoso en caliente
Tecoanapa — Acuoso en frio
Solucion salina al .85 % , ajustado a pH
de 1.53

La evaluacion de la influencia del pH en extractos de jamaica sobre la actividad

antimicrobiana se analizé6 mediante un disefio experimental cuadro latino, con tres

repeticiones.
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2.4. Preparacién de los extractos

2.4.1. Preparacion de los extractos metanolicos y etandlicos
De cada genotipo, en una balanza semianalitica (AE ADAM modelo AQT-1500) se
pesaron de manera aseéptica 25 g de calices secos de jamaica. Después se
colocaron por separado en frascos de vidrio estériles de un 1 L de capacidad,
donde a una serie de cinco frascos se agregaron 400 mL de etanol al 96 % y a
otra serie de cinco se les adicionaron 400mL de metanol G. A., los frascos se
cerraron herméticamente y se almacenaron en oscuridad a temperatura del
laboratorio por tres dias, agitando los frascos en forma manual una vez por dia,
para favorecer el proceso de extraccion. Después de este tiempo, la fase liquida
se filtr6 (papel Whatman No. 4) a vacio. Los extractos filtrados se concentraron en
un rotaevaporador (BUCHI Vacuum Controller modelo V-800). Para eliminar restos
de los disolventes (etanol y metanol), los concentrados se colocaron en una estufa
(LAB-LINE modelo AMBI-HI-LOW CHAMBER) de incubacion por 24 h a 45 + 1°C.
Al final, de estos extractos se prepararon diluciones acuosas al 10 % (p/v).
2.4.2. Preparacion del extracto acuoso en caliente y frio

La preparacion de los extractos de célices de jamaica, para su consumo se realiza
de dos formas en general i) se someten a temperatura de ebulliciébn vy ii) sin la
aplicacion de calor, solo se dejan reposar en condiciones de refrigeracién. Bajo
estos dos esquemas se realizO este andlisis, para obtener diferencias en la
eficiencia de la extraccién de los compuestos antimicrobianos.

Con este propésito, de cada material vegetal se pesaron asépticamente 10 g de

calices secos, y se adicion6 agua destilada estéril, hasta formar una dilucion 1:10
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(p/v), después se sometieron a ebullicion por 10 min. Para los extractos acuosos
en frio se realizd el mismo procedimiento excepto la ebullicién, el almacenamiento
se realizo por tres dias en refrigeracion (4 °C).
Al final, se determiné el pH a todos los extractos obtenidos, con un potenciémetro
marca Thermo electron (Modelo Orion 3-Star).

2.5. Obtencién de la cepa

Se trabaj6 con dos cepas de Salmonella typhimurium (ATCC14028) y Salmonella
choleraesuis (ATCC10708), de las colecciones de American Type Culture
Collection (ATCC).

2.6. Preparacién del inoculo

Para el crecimiento de S. typhimurium y S. choleraesuis se inocularon mediante
asadas tubos de ensaye con caldo tripticaseina de soya incubados a 35 + 1°C de
18 a 24 h, hasta obtener una poblacién de 1 x 109 UFC'mL™. A partir de esta
densidad de células se prepar6 una dilucion 1:10 (v/v) para hacer las pruebas de
inhibicion.

2.7. Pruebas de inhibicién de S. typhimurium y S. choleraesuis en

presencia de los extractos de jamaica

Esta prueba consisti6 en inocular las cepas de Salmonella sp. (100 yL de una
concentraciéon 1 x 108 UFC'mL™) en placas petri con agar nutritivo con rifampicina
(0.09 mgmL™), para evitar el crecimiento de bacterias contaminantes.
Posteriormente, se agregaron 10 pL de cada uno de los extractos vegetales
(tratamientos), incluyendo el testigo (Cuadro 1). Para cada tratamiento se

realizaron cuatro repeticiones. Después de dejar reposar los cultivos por 30 min a
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temperatura ambiente del laboratorio, para permitir la absorcion de los extractos
en el agar, estos se incubaron a 35 + 1°C, por 24 h. al final se midi6 el diametro de
cada uno de los halos de inhibicién en las placas.

2.8. Pruebas de inhibicion de S. typhimurium en otras partes de la

planta de jamaica

Los extractos acuosos en caliente de hojas, raiz, tallo, capsula y semilla (enteras y
molidas con un mortero), se prepararon de la misma manera que los célices de
jamaica (1:10 p/v).

2.9. Influencia del pH de los extractos del genotipo de Criolla de Oaxaca

sobre la actividad antimicrobiana

Por facilidad de manejo, se trabajé con un extracto acuoso en caliente de Criolla
de Oaxaca. Se colocaron en tubos de ensaye 5 mL del extracto, se varié el pH
(1.98, 3, 4, 5, 6, 7) con NaOH al 10 %. Se inocularon con la cepa S. typhimurium
(50 uL de una concentracion 1 x 10°> UFC.mL™), se agitaron por 10 s, después se
tomd 1 mL (extracto + inoculo) alt =0y al t = 30 min (Cuadro 2), se cultivo por el
método vertido en placa, las placas se incubaron a 35 °C £ 1 durante 48 h, al final
se realizd un conteo; como testigo se uso solucion salina a 0.85 % con la misma
variacion del pH de los extractos, el cual se ajusté con HCI al 10 %. Se realizaron

por triplicado.
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2.10. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) del extracto etandlico del

genotipo Criolla de Oaxaca.

La CMI y CMB se determinaron por el método de dilucién (NCCLS, 2002), se
usaron tubos con caldo tripticaseina de soya, como medio base, mas el extracto
etandlico del genotipo Criolla de Oaxaca que tuvo mayor efecto antimicrobiano
ante las cepas analizadas y con mayor demanda en el mercado. Al medio base se
agrego el extracto etandlico de la siguiente manera:1:50, 1:100; 1:150, 1:200,
1:250, 1:300, 1:350, 1:400, 1:450, 1:500, 1:550, 1:600, 1:650, 1:700, 1:1750, 1:
800, 1:850, 1:900, 1:950 y 1:1000 vl/v, las diluciones se prepararon por
cuadruplicado y la densidad de inoculo de S. typhimurium fue de 10 pL de 1 x 10°
UFC'mL™, para todas las diluciones, se incubaron los cultivos a 35 °C + 1 por 48 h.
El crecimiento bacteriano se determiné de manera visual a contra luz comparando
la turbidez con los siguientes testigos i) caldo de tripticaseina de soya inoculado
con S. typhimurium vy ii) caldo de tripticaseina de soya mas el extracto sin
bacterias. Con el ensayo anterior, se encontré que la CMI y la CMB estaban
dentro del rango de 1:100 a 1:150, por este razdn, se prepararon nuevas
diluciones con el propdésito de definir con mayor exactitud los valores de CMI y
CMB. Las diluciones fueron 1:100, 1:110, 1:120, 1:130, 1:140, 1:150 v/v y se
incubaron a las mismas condiciones. Enseguida, por cada dilucién se prepararon
cuatro placas petri con agar nutritivo (Bioxion) que fueron inoculadas con 1 mL de

la dilucién correspondiente y se incubaron a 35 °C + 1, por 48 h. Para definir el
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valor CMB se consider6 aquella diluciébn donde no se presentd crecimiento y para
la CMI se utilizé la inmediata menos concentrada.

2.11. Anaélisis de resultados

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) de un experimento completamente al
azar con todos los datos obtenidos, con una comparacion de medias
correspondiente a cada ANOVA por el método de Tukey (a = 0.05). Se utilizé el

paquete estadistico SAS system, version 9.0 (SAS Institute, 2005).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. pHdelos extractos

Los valores de pH de los extractos de célices de jamaica se encontraron en un
rango de 1,53 a 2,38 como se muestra en el Cuadro 3. Se obtuvieron diferencias
estadisticas significativas (a=0,05) entre los genotipos evaluados, los extractos
etandlicos y metandlicos de la variedad Alma blanca resultaron tener los valores
mas bajos en comparacion con los otros genotipos.

El pH de los extractos acuosos de jamaica fueron inferiores a lo reportado por
Fasoyiro et al. (2005) y Prenesti et al. (2007), donde obtuvieron valores de pH
superiores a 2,7 y 3,1 respectivamente, trabajando con la misma planta y solvente.
Pero el pH de los extractos acuosos del genotipo de Chiauatla fueron similares

con lo obtenido Ramirez-Rodrigues et al. (2011) tuvieron pH de 2,31 a 2,37.
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Cuadro 2. Variacién del pH de los cinco genotipos de jamaica (Hibiscus sabdariffa
L.) en los diferentes extractos.

Extractos (1:10 p/v).

Genotipos Et Mt Acc Acf
"Alma blanca 1.53 f* 1.67 d,e,f 2.36a 2.38 a
Criolla de Oaxaca  1.88c,d 1.79 d,e 2.02 b,c 2.21ab
*Huajicori 1.75 d,e,f 1.88 ¢c,d 2.23a,b 2.24 a,b
SChiautla 1.63 e,f 1.81cde 23la 2.35a
"Tecoanapa 1.67 d.ef 1.76 d,e 2.24ab 2.30a
Ccv 4.37
DMS 0.23

*Medias con distinta letra entre columnas y filas son estadisticamente diferentes (Tukey, a < 0.05);
CV: coeficiente de variacion; DMS: diferencia minima significativa; ' Provenientes de Oaxaca; *
Nayarit; Spuebla; "Guerrero; Et: extracto etandlico; Mt: metanolico; Acc; acuoso en caliente; Acf:

acuoso en frio.

El pH es un factor fundamental en los extractos de plantas, debido a que puede
afectar de manera directa la actividad antimicrobiana de estas (Brandi et al.,
2006). Abu-Tarboush (1994), concluy6 que el grado de inhibicibn que presentan
los extractos de jamaica se debe principalmente a su bajo pH, ademéas de otros
compuestos inhibidores presentes, pero aun no se han confirmado con claridad.
Sin embargo la presencia de estos inhibidores puede ser afectada por el pH. Un
ejemplo, es el caso de las antocianinas, estas son estables a pH inferior a 3
(Brouillard, 1982). Por otro lado, la gran mayoria de los microorganismos utilizados

para la busqueda de plantas con propiedades antimicrobianas no soportan pH

19



menores a 3; en el caso de Salmonella el intervalo de pH para su crecimiento se

encuentra entre 4,1y 9,0 (Francis & O’Beirne, 1999; Cheng-Hsun et al., 2002).

3.2. Pruebas de inhibicién de S. typhimurium y S. choleraesuis en

presencia de los extractos de jamaica

Se comprobd que los extractos de calices de jamaica poseen actividad
antimicrobiana que inhiben el crecimiento de S. tiphymurium y S. cholleraesuis. El
grado de inhibicion es variable, dependiendo del genotipo de la planta, como se
muestra en el Cuadro 3 y 4, donde el andlisis estadistico indica diferencias
significativas (a=0,05). Dentro de los genotipos que se evaluaron, la variedad Alma
blanca, mostré6 mayor grado de inhibicion sobre S. tiphymurium y S. cholleraesuis,
este genotipo presenta célices verdes, en contraste con los genotipos Criolla de
Oaxaca, Huajicori, Chiautla y Tecoanapa, cuyos calices son rojos.

En general, se han realizado diversos trabajos en el mundo sobre la actividad
antimicrobiana en plantas, principalmente aquellas que se han utilizado con
propiedades medicinales (Arora & Kaur, 1999; Jeevan, 2004; Liasu & Ayandele,
2008; Olaleye, 2007; Rios & Recio, 2005; Tajkarimi et al., 2010). Especificamente
sobre jamaica, algunos trabajos reportan que posee diversas sustancias
antimicrobianas que inhiben el crecimiento de microorganismos (Che-Yi & Mei-
Chin, 2009; Garcia et al., 2006; Hatil & Moneer, 2006; Kang et al., 2007; Keh-sen
et al., 2005; Metwali, 2003; Olaleye, 2007; Wong et al., 2010). Sin embargo, es
complicado realizar comparaciones entre los resultados obtenidos ya que las

metodologias, tipo de solventes y microorganismos varian en cada trabajo, pero si
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hay coincidencias, debido a que varios autores concluyen que los célices de
jamaica tienen accion antimicrobiana, por ejemplo, Metwali (2003) hizo estudios
sobre actividad antimicrobiana por el método de diluciébn, con 20 especies
diferentes de plantas, entre ellas la jamaica contra E. coli, S. aureus y P.
aeruginosa y encontré6 que los extractos de cdlices jamaica mostraron mayor
inhibicién en S. aureus y E. coli. Asi mismo, otros autores han tenido similares
resultados con S. aureus, K. pneumoniae, S. enteritidis, entre otros (Keh-sen et al.,

2005; Kang et al., 2007).

Cuadro 3. Actividad antimicrobiana de los extractos de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.) con S. tiphymurium.

Genotipos Didmetro de los halos de inhibicion (mm)

Et Mt Acc Acf
Alma blanca 195 a* 12.7 b 12.5 b --
Criollade Oaxaca 11.0 c,b 8.0 c,de 8.2 c,de 7.0 ef
Huajicori 10.5 c,b,d 8.5 c,de 75 def 45 fg
Chiautla 8.7 c,de 8.5 c,de 45 fg 0.7 h
Tecoanapa 8.2 cde 7.7 c,d,ef 27 gh 15 g,h
Testigo - - -- - -
CcVv 18.24
DMS 3.69

*Medias con distinta letra entre columnas vy filas son estadisticamente diferentes (Tukey, a < 0,05);
CV: coeficiente de variacién; DMS: diferencia minima significativa; Et: extracto etandlico; Mt:

metanolico; Acc; acuoso en caliente; Acf: acuoso en frio).
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Se ha comprobado que existe variabilidad en el efecto antimicrobiano de los
extractos de plantas segun el tipo de solvente utilizado (metanol, etanol, hexano,
acetona, agua, cloroformo, etc.), ya que estos presentan diferentes polaridades
qgue influyen en la eficiencia de extraccibn de sustancias con propiedades
antimicrobianas (Muthuvelan & Balaji, 2008). Este mismo comportamiento se
encontré en el presente trabajo, donde se observaron diferencias estadisticas
significativas (a=0,05) segun el tipo de solvente utilizado en la obtencion de los
extractos de los célices de jamaica. Los extractos obtenidos con etanol mostraron
mayor actividad antimicrobiana en las cepas de Salmonella, independientemente
del genotipo de jamaica. El diametro de los halos de inhibicién de estos extractos
fueron 35 % superiores a los halos de inhibicién producidos por los extractos
metandlicos y 65 % mas a los obtenidos por extractos acuosos en frio, cuando se
evaluaron con S. tiphymurium. Este comportamiento fue semejante cuando se
utilizé como microorganismo prueba a S. cholleraesuis (Cuadro 4). Resultados
similares fueron reportados en otros trabajos (Parekh & Chanda, 2007; Packia &
Shenbagaraman, 2011), donde concluyeron que los solventes etanol y metanol
resultaron ser mas eficientes para la extraccion de compuestos antimicrobianos en
comparacién con los acuosos. También Hatil & Moneer (2006), cuando evaluaron
tres especies de plantas entre ellas célices de jamaica, con los mismos solventes
utilizados en esta investigacion, también encontraron que el mejor solvente fue el
etanol, seguido por el acuoso, empleando como microorganismos prueba a
Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, S. aureus, Haemophilus
influenzae, Bacillus spp., E. coli, K. pneumoniae y P. aeruginosa. Por su parte

Wong et al. (2010) reportaron halos de inhibicion con un diametro de 8 mm en
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extractos de jamaica preparados con metanol sobre S. choleraesuis, este
resultado es inferior a los que se enlistan en el Cuadro 5, para este mismo

solvente y microorganismo.

Cuadro 4. Actividad antimicrobiana de los genotipos de jamaica (Hibiscus

sabdariffa L.) con los diferentes extractos con S. choleraesuis.

Genotipos Didmetro de los halos de inhibicion (mm)

Et Mt Acc Acf
Alma blanca 15.2 b* 18.7 a 12.5 b,c --
Criollade Oaxaca 13.0 b,c 10.2 cd 6.7 efgh 50 hi
Huajicori 13.0 b, c 8.7 def 55 f,g,h,i 52 g,hi
Chiautla 97 <cde 85 defg 42 h, 0.7 J
Tecoanapa 9.0 de 9.0 de 3.2 ij 3.2 ij
Testigo -- -- -- -
CcVv 15.33
DMS 3.26

*Medias con distinta letra entre columnas vy filas son estadisticamente diferentes (Tukey, a < 0.05);
CV: coeficiente de variaciéon; DMS: diferencia minima significativa; Et: extracto etandlico
(temperatura ambiente); Mt: metandlico (temperatura ambiente); Acc; acuoso en caliente

(temperatura de ebullicién); Acf: acuoso en frio (temperatura de refrigeraciéon 4 + 1 °C).

Los microorganismos presentan diferente sensibilidad a los compuestos
antimicrobianos. En este experimento se presentaron diferencias en cuanto a la

sensibilidad a los extractos de jamaica entre S. tiphymurium y S. cholleraesuis, en
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esta ultima, el tamafio de los diametros de inhibicion fue mayor y mas evidente
cuando se probaron con extractos etandlicos (Cruadro 3 y 4), resultados similares
se han encontrado en extractos de otras plantas para inhibir el crecimiento de S.
tiphymurium y S. cholleraesuis, entre las que se mencionan estan: Ocimum
gratissimum, Vernonia amygdalina, Zingiber officinale, Myristica fragrans, Thymus
vulgaris entre otras (Babayi et al., 2004; Mahida & Mohan, 2007; Sung-Youn et al.,

2011).

3.3. Pruebas de inhibicion de S. typhimurium con otras partes de la

planta de jamaica

De acuerdo con Burt, (2004) se conocen mas de 1340 plantas con compuestos
antimicrobianos, mismos que pueden encontrarse en diferentes partes de las
plantas como son calices (Olaleye, 2007) en jamaica, flores, tallo (Omonkhelin, et
al., 2007) en Kigelia africana, semillas, hojas, frutos y raices (Ceylan and Fung,
2004; Holley et al., 2005; Tajkarimi et al., 2010). En jamaica, se ha encontrado
actividad antimicrobiana en los calices, con diferentes tipos de solventes. Sin
embargo, en el presente trabajo, en el andlisis realizado con raiz, tallo, hojas,
semillas (enteros y molidas) y capsula del genotipo de Tecoanapa en extractos
acuosos en caliente, no se observé actividad antimicrobiana, ya que no hubo

formacién de halos de inhibicioén.
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3.4. Influencia del pH de los extractos acuosos del genotipo Criolla de

Oaxaca sobre la actividad antimicrobiana

El estudio tuvo la finalidad de conocer si la actividad antimicrobiana se debe a
posibles sustancias presentes en los célices, o al bajo pH, ya que es una
caracteristica de los extractos de la jamaica. Salmonella sp. no soporta pH
menores de 4 (Francis y O’'Beirne, 1999); sin embargo, en el presente estudio
realizado en el genotipo Criolla de Oaxaca, hubo desarrollo de la bacteria con los
extractos acuosos en caliente con un de pH 3; no asi con los extractos de un pH
de 1.98 y en el testigo, transcurridas 48 h de incubacion, al tiempo de exposiciéon 0
min y 30 min. A pH 3 y tiempo de exposicién de 0 min, no se observé desarrollo
bacteriano a las 24 h, por lo tanto, al transcurrir las 48 h se realiz6 el conteo; en el
extracto fue de 438 UFC'mL™ y en el testigo de 1174 UFCmL™; se mostré
inhibicion en el extracto, puesto que las colonias fueron mas pequefias en
comparacion con el testigo. Al tiempo 30 min, en el extracto resultaron 325
UFC'mL™ y en el testigo 582 UFC'mL™ se observé mayor inhibicién en el extracto.
Al hacer un analisis estadistico con los datos, se obtuvo una diferencia significativa
(a=0.05) entre el testigo y el extracto. Cabe mencionar que a pH de 4, 5, 6, 7 no se
encontré diferencia significativa, aun asi se observaron valores menores que el
testigo. El extracto mostré actividad antimicrobiana, sin embargo, depende del pH

(Abu-Tarboush, 1994; Kasetsart, 2000; Lis-Balchin et al., 2003).
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3.5. Determinacién de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) del extracto etandlico del

genotipo Criolla de Oaxaca.

La CMI se define como la concentracibn mas baja de un agente antimicrobiano
que impide el crecimiento de un microorganismo después de un periodo de
incubacion, generalmente es de 16 a 24 h; sin embargo, cuando se manejan
microorganismos patdgenos se recomiendan periodos de incubacion mas largos
(NCCLS, 2002; Davidson et al.,, 2005;). La Concentracibn Minima Bactericida
(CMB) se define como la concentracibn mas baja de un antimicrobiano que elimina
a mas del 99.9 % de los microorganismos viables después de un tiempo
determinado de incubacion (24 horas), también conocida como la concentracion
minima letal (CML) (Isenberg, 1999; NCCLS, 2002).

Para el analisis de la CMI y la CMB se utiliz6 el extracto etandlico del genotipo
Criolla de Oaxaca, aunque no fue el genotipo con mayor actividad antimicrobiana,
pero si el segundo. La razén por la cual se eligid, es por la demanda que tiene en
el mercado, ya que se prefieren genotipos con calices de color rojo. En el presente
estudio los resultados obtenidos de la CMI resulté de 6.57 mgmL™* y la CMB fue
de 7.70 mgmL™ evaluados con S. tiphymurium, estos valores no coinciden con
otros autores, tal es caso de Chomnawang et al. (2005) mencionan valores de la
CMI de 2.5 y 0.625 mgmL™ con Propionibacterium acnes y Staphylococcus
epidermidis respectivamente, para la CMB obtuvieron de 5 mgmL™, en extractos
de jamaica de Tailandia. Los resultado obtenidos por Olaleye (2007) se

encuentran en un rango de 0.3 + 0.2 a 1.3 + 0.2 mgmL™ de la CMI, con extractos
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metanol-agua (4:1) de jamaica sobre S. aureus, Bacillus stearothermophilus,
Micrococcus luteus, Serratia mascences, Clostridium sporogens, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus cereus, Pseudomonas spp. fluorescentes. La variabilidad en
los resultados, se puede atribuir a los diferentes microorganismos, los tipos de
solventes, ademas de la metodologia de extraccién. Sin embargo, los estudios
coinciden que los célices de jamaica tienen capacidad antimicrobiana ante varios
microorganismos.
4. CONCLUSIONES

Los extractos de los calices de jamaica inhibieron el crecimiento de S. tiphymurium
y S. cholleraesuis, la respuesta a la inhibicién fue diferente en funcion del genotipo
de la planta, pH, tipo de solvente utilizado, para la extraccion. En cuanto al
genotipo, los extractos obtenidos de la variedad Alma blanca inhibieron en mayor
medida el crecimiento de las cepas de Salmonella. En contraste, los extractos
acuosos en frio provenientes del genotipo de Chiautla mostraron menor grado de
inhibicion en las cepas evaluadas. Por otra parte, los extractos etandlicos tuvieron
el mayor efecto antimicrobiano. Finalmente, S. cholleraesuis tuvo mayor
sensibilidad que extractos que S. tiphymurium con los extractos evaluados. Las
otras partes de la plata evaluada (raiz, tallo, hojas, semilla, capsulas) no

presentaron actividad antimicrobiana en extractos acuosos en caliente.
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CAPITULO II.

CARACTERIZACION FENOLICA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE
JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.).
'Morales Cabrera Mercedes, *Hernandez Morales Javier, *Leyva Ruelas Gabriel,
3Castro Rosas Javier, “Salinas Moreno Yolanda

!Fitosanidad-Fitopatologia, Colegio de Postgraduados. 2Departamento de
Ingenieria Agroindustrial. Universidad Auténoma Chapingo. ®Instituto de Ciencias
Bésicas e Ingenieria, Universidad Auténoma de Hidalgo. “Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Laboratorios de
Calidad.

RESUMEN
En la actualidad, diversos trabajos se han realizado sobre la caracterizacion
fendlica en extractos de jamaica, sin embargo, en este estudio se busca la relacion
de los polifenoles con la actividad antimicrobiana que presentaron los cinco
genotipos de Hibiscus sabdariffa L. Se determind contenido de antocianinas,
fenoles solubles totales, proantocianidinas y &cidos fendlicos por HPLC en
extractos etandlicos, asi como acidez titulable y °Brix. ElI genotipo Criolla de
Oaxaca mostré el mayor contenido de fenoles totales solubles, asi como de
proantocianidinas. Mientras que la variedad Alma blanca mostro valores menores;
resultados similares se obtuvieron con el contenido de antocianinas ya que con
Alma blanca se obtuvo un valor muy bajo (15.6 mg/kg) en tanto el genotipo Criolla
de Oaxaca se obtuvo el valor mas alto (1499.3 mg/kg). Sin embargo, con
porcentaje de acidez titulable sucedi6é lo contrario. Cabe mencionar, que los
genotipos antes mencionados presentaron mayor efecto antimicrobiano. El acido
fendlico de mayor abundancia fue el clorogénico, encontrandose en un rango de
593.9 a 1500.5 pg'g™. Las cantidades de acido protocatecuico fueron pequefias en
la variedad Alma Blanca (86.2 ugg™) y en el genotipo Chiautla (81.0 pg.g™?) en
comparacién con las obtenidas con los genotipos Huajicori (139.7 ugg™) vy

Tecoanapa (135.1 ug'g™).

Palabras clave: Antocianinas, Proantocianidinas, Acidos fendlicos, HPLC.
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PHENOLIC CHARACTERIZATION OF ETHANOL EXTRACTS OF ROSELLE
(Hibiscus sabdariffa L.)

"Morales Cabrera Mercedes, *Hernandez Morales Javier, ’Leyva Ruelas Gabriel,

3Castro Rosas Javier, *Salinas Moreno Yolanda

ABSTRACT
Actually, several studies have been conducted on the characterization jamaica
phenolic extracts, however, this study sought the relationship of polyphenols with
antimicrobial activity that had the five genotypes of Hibiscus sabdariffa L.
Anthocyanin content was determined, total soluble phenolics, proanthocyanidins
and phenolic acids in ethanolic extracts by HPLC and titratable acidity and ° Brix.
Criolla de Oaxaca genotype showed the highest content of total soluble phenolics
and proanthocyanidins. While the variety Alma blanca showed lower values, similar
results were obtained with anthocyanins and Alma blanca that was a very low
value (15.6 mg / kg) in both genotype Criolla de Oaxaca highest value obtained
(1499.3 mg / kg). However, titratable acidity percentage opposite happened. It is
worth mentioning that the aforementioned genotypes showed higher antimicrobial
effect. The most abundant phenolic acid was chlorogenic, being in a range of 593.9
to 1500.5 ug.g-1. The amounts were small protocatecuico acid in the variety Alma
blanca (86.2 ug.g-1) and Chiautla genotype (81.0 ug.g-1) compared with those

obtained with Huaijicori genotypes (139.7 ug.g-1) and Tecoanapa (135.1 ug.g-1).

Keywords: Anthocyanins, proanthocyanidins, phenolic acids, HPLC.
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1. INTRODUCCION

Las plantas producen diversos compuestos quimicos con capacidad
antimicrobiana (Tajkarimi et al., 2010), principalmente polifenoles (Nychas, 2003).
Los compuestos fendlicos se agrupan en acidos fendlicos, flavonoides y taninos.
Dentro de los flavonoides se encuentran las antocianinas, flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanoles (Luthria, 2006). Se han identificado mas de 8000
fitoquimicos fendlicos con una diversidad estructural y polaridad de origen vegetal
(Luthria, 2006), conocidos como potentes antioxidantes, antimicrobianos y
defensores naturales contra patégenos de las plantas (Nychas, 2003; Prenesti et
al., 2007).

Algunos compuestos fendlicos se han identificado con propiedades
antimicrobianas. Por ejemplo, los acidos fendlicos como el &cido cafeico,
clorogénico, p-coumarico, ferulico, acido protocatecuico que inhiben E. coli, S.
aureus y B. cereus por lo que pueden retardar la invasion microbiana, ademas, la
putrefaccion de frutas y vegetales (Beuchat, 2001). También se han reportado con
propiedades antimicrobianas los flavonoides (Cushnie y Lamb, 2005) vy
proantocianidinas como catequinas, epicatequinas (lkigai et al., 1993; Friedman,
2007; Kuete et al. 2008). Los calices de jamaica contienen diversos compuestos
fendlicos que han sido estudiados por sus propiedades antioxidantes (Wang et al.,
2000), medicinales (Hou et al., 2005; Chang et al., 2006) y la actividad
antimicrobiana. La evaluacién de estas propiedades se han hecho con extractos
con el uso de diferentes solventes, como metanol, etanol y acuoso (Olaleye 2007;
Che-Yi y Mei-Chin, 2009). La actividad antimicrobiana de los célices de jamaica

se atribuye a polifenoles tipo antocianinas (Fernandez et al. 1996; Kang, et al.,
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2007). También, el acido protocatecuico puede contribuir a dicha actividad (Aziz
et al., 1998). Existen investigaciones sobre la caracterizacion fendlica de jamaica
para analizar contenido de antocianinas, fenoles solubles totales y &cidos
fendlicos, con diferentes propdsitos, la mayoria con extractos acuosos (Prenesti et
al., 2005; Juliani et al., 2009; Fernandez-Arroyo et al., 2011). Sin embargo, el
presente trabajo se realiz6 con extractos etandlicos de célices de jamaica. Por lo
anterior, el objetivo de este estudio fue realizar una caracterizacién fendlica de los
extractos con mayor actividad antimicrobiana de cinco genotipos de jamaica:
antocianinas totales, fenoles solubles totales, éacidos fendlicos por HPLC vy
proantocianidinas para conocer si existe relacion de estos compuestos con las
propiedades antimicrobianas, ademas, la acidez titulable, cuantificacion de solidos

recuperados y solidos solubles totales (°Brix).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Material vegetal

Se obtuvieron 2 kg de calices deshidratados de cinco genotipos de jamaica,
proveniente de los estados de Guerrero (Tecoanapa), Nayarit (Huajicori), Puebla
(Chiautla), Oaxaca (Criolla de Oaxaca y Alma blanca) de la cosecha 2010,
directamente con los productores de cada region.

2.2. Sitio experimental

La caracterizacion fendlica del extracto etandlico se realizé en el Laboratorio de

calidad de cultivos del Campo Experimental “Valle del México”, que pertenece al
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Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP),
ubicado en la Universidad Autbnoma Chapingo, Edo. de Méx..

2.3. Diseio experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar, con 5 tratamientos y
cuatro repeticiones en todas las variables analizadas.
2.4. Preparaciéon de los extractos etandlicos y cuantificacion de sdlidos

recuperados

De cada genotipo, se pesaron 12 g de calices secos de jamaica, y después se
colocaron por separado en matraces de 500 mL de capacidad, donde a una serie
de cinco matraces se agregaron 200 mL de etanol al 96 %, los matraces se
cerraron herméticamente y se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente
por tres dias. Los matraces se agitaron de manera manual una vez por dia, para
favorecer el proceso de extraccion. Después de este tiempo, la fase liquida se
filtr6 (papel Whatman No. 4) a vacio. Los extractos filtrados se concentraron en un
rotaevaporador (marca Heidolph instruments, modelo Laborata 4010 digital). Para
eliminar restos del disolvente (etanol) los concentrados se colocaron en una estufa
de incubacion por 24 h a 45 + 1°C.

Después se colocaron en un desecador, y se pesaron (extracto + matraz); en
seguida se resuspendid el soélido en 10 mL de agua grado HPLC, pasandolos a
matraces aforados. Posteriormente el matraz donde se encontraba el extracto se

lavd, y se colocd en la estufa a 130°C durante 1 h, para obtener su peso

38



constante. El peso contaste del matraz se rest6 al peso del extracto + matraz para

obtener finalmente la cantidad de sélidos obtenidos de cada genotipo.

2.5. Solidos solubles totales (°Brix)
Los sdlidos solubles totales, se determinaron a partir de los 10 mL de los extractos
etandlicos aforados, con dos diluciones (1:10 y 1:25 v/v). Con la dilucién de 1:25
v/v se determino el porcentaje de °Brix con un refractometro (ATAGO, modelo N1).

El analisis se realiz6 por cuadruplicado.

2.6. Acideztitulable
La determinacién de la acidez titulable se realiz6 de acuerdo a la AOAC (1984),
preparando las muestras segun las indicaciones para soluciones ligeramente
coloreadas. Este analisis se hizo a partir de la dilucion (1:25 v/v) utilizada para la
cuantificacion de °Brix La titulacion se llevé a cabo con NaOH 0.0974 N usando el
pH de vire de la fenolftaleina (8.3 - 8.6) como punto final de la titulacion. El calculo
se expresO como porcentaje del 4cido citrico. Las determinaciones se realizaron

por cuadruplicado.
2.7. Cuantificacion de antocianinas

Se midio la absorbancia con el uso de un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda
25 UV/Vis de los extractos etandlicos con una dilucién 1:100 (v/v), previamente
centrifugado a 4000 rpm durante 5 min. La absorbancia de la muestra se obtuvo a
una longitud de onda de 530 nm, de acuerdo con lo descrito por Galicia-Flores et
al. (2008). Los datos se expresaron en mgkg™?, para la calibracién del equipo se

utilizé como blanco agua destilada. Los andlisis se realizaron por cuadruplicado.
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2.8. Cuantificacion de fenoles solubles totales

Se determiné mediante el método de Folin-Ciocalteau, segun lo descrito por
Singleton y Rossi (1965); se midio la absorbancia con un espectrofotometro Perkin
Elmer Lambda 25 UV/Vis del extracto etandlico a una longitud de onda de 760 nm.
En este caso, se requirid realizar una dilucion 1:200 (v/v) para obtener valores de
absorbancia menores de 0.8. El contenido de fenoles solubles totales se expresé

en pg'g™* de &cido galico. Los andlisis se realizaron por cuadruplicado.

2.9. Cuantificacién de proantocianidinas

La extraccion se realizé a partir de una muestra molida, usando un molino marca
IKA modelo MF 10, equipado con una malla de 0.5 mm. Se pesaron 500 mg de
muestra en peso seco y se le agregaron 20 mL de acetona: agua desionizada:
acido acético (75:24.5:0.5 v: v: v), se zonificé durante 30 min, después se agitd
durante 1 h, en seguida se centrifugd a 4000 rpm por 12 min, por ultimo se filtré y
se afor6é nuevamente a 20 mL. El andlisis se realizé segun lo descrito por Wallace
y Giusti, (2010). Se midi6é la absorbancia con un espectrofotometro Perkin EImer
Lambda 25 UV/Vis a 640 nm. Para la cuantificacion se elabor6 una curva patrén a

partir de catequina y los resultados se expresaron en ugg™ de muestra seca.

2.10. Analisis de &cidos fenélicos por HPLC

De cada genotipo, se pesaron 3.125 g de calices secos de jamaica, y después se
colocaron por separado en matraces de 150 mL de capacidad, donde a una serie

de cinco matraces se agregaron 150 mL de etanol al 96 %, los matraces se
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cerraron herméticamente y se almacenaron en oscuridad a temperatura ambiente
por tres dias. Los matraces se agitaron de manera manual una vez por dia, para
favorecer el proceso de extraccion. Después de este tiempo, la fase liquida se
filtr6 (papel Whatman No. 4) a vacio. Los extractos filtrados se concentraron en un
rotaevaporador (Heidolph instruments, modelo Laborata 4010 digital) hasta
obtener 5 mL, este se aforé a un volumen final de 20 mL con agua destilada, y en
seguida se procedio a realizar la extraccién de las fracciones de acidos fendlicos
libres, glucosilados y esterificados, se utiliz6 el método de Bakan et al. (2003),
partiendo del extracto etandlico. El andlisis cromatografico de las tres fracciones
de acidos fendlicos se hizo por el método descrito por Glowniak et al. (1996), con
un cromatografo Perkin-Elmer serie 200, con una bomba cuaternaria con
degasificador, un detector de UV/Vis con arreglo de diodos y un automuestreador.
Se us6 una columna analitica Hypersil ODS.2 (250 x 46 mm) con tamafio de
particula de 5 um. Como fase mdvil se emple6 una mezcla de metanol: acido
acético: agua (25:1:75 v: v: v) a un flujo de 1 mL'min™. El tiempo de corrida fue de
22 min. La deteccion de acidos fendlicos se realizé a 254 y 320 nm, manteniendo
la columna a 30 °C. Se prepararon curvas patron de los acidos: caféico,
clorogénico, ferulico, galico, protocatecuico, p-cumarico, p-hidroxibenzaico,
sinapico, salicilico, siringico y vanilico (Sigma, St. Louis, MO), se usé como
disolvente la solucion de fase movil.

2.11. Analisis de resultados

Con los datos obtenidos en la caracterizacion fenélica se hizo un analisis de

varianza (ANOVA), bajo un disefio experimental completamente al azar, con una
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comparacion de medias correspondiente a cada ANOVA por el método de Tukey
(«=0.05), con el paquete estadistico SAS system, version 9.1 (SAS Institute,
2005).
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Solidos recuperados en los extractos etandlicos.

Los solidos recuperados, después de la extraccion durante 3 dias en etanol
variaron entre 2.64 y 4.26 g. Los genotipos Chiautla y Alma Blanca fueron los que
presentaron los valores mas bajos resultando estadisticamente iguales (a=0.5),
en tanto que el mayor correspondié al genotipo Criolla de Oaxaca, con mejor
rendimiento en la extraccion con el disolvente etanol (Cuadro 1).

Cuadro 1. Sélidos recuperados en el extracto etandlico en genotipos de los

calices de jamaica.

Genotipos Solidos recuperados en los extractos
etandlicos (g) a partir de 12 g en peso seco de

calices de jamaica

Criolla de Oaxaca 4.26 a
Huajicori 3.55 a,b
Tecoanapa 3.02 b,c
Alma blanca 2.89 b, c*
Chiautla 2.64 c
CcVv 5.29
DMS 0.77

*Medias con distinta letra en la columna son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05); CV:

coeficiente de variacién; DMS: diferencia minima significativa.
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3.2. Acideztitulable y sélidos solubles totales (°Brix).
La acidez puede contribuir al efecto bacteriostatico (Prenesti et al., 2007), por
consiguiente se determind en extractos etandlicos de los 5 genotipos, donde
resulté con mayor porcentaje de acidez el genotipo Criolla de Oaxaca, seguida de
Tecoanapa y Huajicori, los valores mas bajos son Chiautla y Alma blanca que

fueron estadisticamente iguales (Cuadro 2).

Cuadro 2. °Brix y acidez titulable en extractos etandlicos de los genotipos de

jamaica (Hibiscus sabdariffa L).

Genotipo °Brix (%) Acidez titulable (%)
"Alma blanca
1.97 d* 6.46 c*
TCriolla de Oaxaca
3.05a 10.62 a
*Huajicori
2.82b 7.39b
SChiautla
2.02d 6.33cC
"Tecoanapa
2.45c¢ 7.89b
Ccv
2.69 3.05
DMS
0.15 0.53

*Medias con distinta letra entre columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, p<0.05); CV:
Coeficiente de variacién; DMS: Diferencia minima significativa; " Provenientes de Oaxaca; * Nayarit;

SPuebla; "Guerrero
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La acidez de los extractos se relaciona con la cantidad de acidos que se
encuentran en estos, en los calices de jamaica reportan como acidos principales
al oxalico y el succinico (Fasoyiro et al., 2005), ademas pueden encontrarse el

citrico, ascorbico, malico y estearico (Hirunpanich et al., 2005).

Los sélidos solubles totales en los extractos etanélicos variaron en un rango de
1.97 a 3.05 °Brix, el mas alto correspondié al genotipo de Criolla de Oaxaca vy el
bajo es Alma blanca (Cuadro 2). Los resultados mostraron una relacion directa con
los valores de los sélidos recuperados (Cuadro 1).

Las variables evaluadas en este trabajo se basaron en extractos etandlicos, la
comparacion de los resultados obtenidos con otros trabajos publicados es dificil,
debido a que la gran mayoria de los estudios se basan en extractos acuosos;

ademas, la preparacion de estos es muy variada.

3.3. Cuantificacion de antocianinas
Las antocianinas son un grupo de pigmentos fendlicos naturales presentes en los
calices de jamaica. La extracion de compuestos biactivos a partir de fuentes
naturales, a sido de relevancia para el uso de los fitoquimicos en suplementos
alimenticios o nutracéuticos. Las antocianinas se suelen extraer con disolventes
como metanol o etanol, agregando una cantidad pequefia de acido con el fin de
obtener la formacion del cation flavilio que es estable en medios acidos (Métivier et

al, 1980; Pifferi y Vaccari, 1983) y también en agua sometiendose a ebullicién
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(Tsai et al.,, 2002). En este estudio se determiné la concentraccion de las
antocianinas en los extractos etandlicos de los cinco genotipos de jamaica.

Los resultados mostraron una variaciéon en un rango de 15.6 a 1499.3 mgkg™
entre los genotipos (Figura 1). El cultivar Alma blanca de calices verdes presenté
el valore mas bajo, ya que paracticamente no tiene antocianinas esto era de
esperarse debido a la coloracion de los célices. Los resultados obtenidos conciden
con lo informado por otros autores con relacién a los valores en célices verdes y

calices rojos (Juliani et al., 2009; Christian y Jackson, 2009).
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Figura 1. Contenido promedio de antocianinas, en extractos etandlicos de los genotipos de

jamaica. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes.
De los genotipos con coloracion roja, Criolla de Oaxaca sobresalié en el contenido
de antocianinas. El analisis estadistico con un a=0.05, mostré diferencias

significativas en todos los genotipos.
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La mayoria de los trabajos publicados sobre contenido de antocianinas de
jamaica, se refieren a extractos acuosos (Prenesti et al., 2005; Juliani et al., 2009;
Fernandez-Arroyo et al., 2011). Los valores encontrados en este estudio son bajos
en comparacion con los obtenidos por Juliani et al. (2009) a partir de extractos
acuosos. El agua como solvente para la extraccion de estos compuestos influye
en la estabilidad y la reactividad de las antocianinas (Markakis, 1982).

Christian y Jackson (2009) reportan un rango de 0.02 a 3.45 mgg* al evaluar el
contenido de antocianinas en diferentes etapas de madurez a partir de extractos
etandlicos, con valores altos en la primera etapa de madurez (prefloracién) en una
variedad de calices oscuros. Con las variedades de calices claros y verdes los
resultados fueron similares a los obtenidos en este trabajo con los genotipos
evaluados. Es importante mencionar que la variabilidad de los resultados en los
trabajos se debe a las variedades utilizadas (Hassanein et al., 2005; Christian y

Jackson, 2009; Juliani et al., 2009) entre otros factores.

3.4. Cuantificacion de fenoles solubles totales

La composicién fendlica total, es expresada en microgramos por gramo de peso
seco, los resultados oscilaron entre 3252.3 y 7338.5 ugg’. En general el
contenido de fenoles solubles totales de genotipos con calices rojos Huajicori y
Criolla de Oaxaca, fueron los mas altos en comparacion con Alma blanca de
calices verdes. Sin embargo, esta variedad resultdé estadisticamente igual con el
genotipo Chiautla de calices rojos (Figura 2). Los compuestos fendlicos se pueden

agrupar en acidos fenolicos, flavonoides y taninos. Dentro de los flavonoides se
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encuentran las antocianinas, flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanoles (Luthria,
2006).
Los reportes del contenido de fendlicos en extractos acuosos son de 14.4 mgg™

(Pin-Der y Gow-Chin, 1997), valores superiores en comparacion con los resultados

obtenidos con extractos etandlicos en este estudio.
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Figura 2. Contenido promedio de fenoles solubles totales, en extractos etandlicos de los genotipos

de jamaica. Medias con distinta letra son estadisticamente diferentes.
Los valores de fenoles solubles totales fueron mas bajos que los mencionados por
Christian y Jackson (2009) quienes también utilizaron etanol como disolvente de
extraccidn y encontraron una variacion de contenido fendlico promedio de 4.73 a
23.12 mgg™ en 3 variedades analizadas, entre ellas una de calices verdes, en

diferentes etapas de madurez.
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Juliani et al. (2009) analizaron el contenido de fenoles en 56 muestras de jamaica,
usaron como disolvente de extraccion una solucién de metanol acuoso al 50 %.
Los valores obtenidos variaron de 1.1 al 3.3 % de fenoles solubles totales.

Los valores obtenidos del contenido de antocianinas y fenoles solubles totales, en
este trabajo fueron bajos comparados con lo publicado con otros autores.
Aparentemente no se observa ninguna relacion de la actividad antimicrobiana con
el contenido de antocianinas, asi como con el contenido de fenoles solubles
totales.

3.5. Cuatificacion de proantocianidinas

Las proantocianidinas (ug.g™) (PAs) también llamados taninos condensables, son
oligomeros o polimeros de flavan-3-oles tales como catequinas y epicatequinas.
En los alimentos de origen vegetal, las PAs se presentan como mezclas de
oligbmeros y polimeros (Prieur et al., 1994).

La concentracibn mas elevada de PAs se presentd en el genotipo Criolla de
Oaxaca, seguida de Tecoanapa, Huijicori, Chiautla, finalmente Alma blanca
(Figura 3). Ikigai et al.(1993); Tagun et al. (2004) describen que las PAs poseen
actividad antimicrobiana, sin embargo, estos compuestos tienen mayor actividad
frente a las bacterias Gram-positivas que las Gram-negativas, afectando a la
bicapa lipidica de la membrana. Con base en esta informacion y con los resultados
obtenidos en este estudio es probable que el genotipo Criolla de Oaxaca tenga
una eficiente actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram-positivas, por su alto

contenido de proantocianidinas.
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Figura 3. Contenido promedio de proantocianidinas de los genotipos de jamaica. Medias con

distinta letra son estadisticamente diferentes.

3.6. Anaélisis de acidos fendlicos

La fraccion de acidos fendlicos libres (45.2 a 55.3 %), fue la mas abundante en
los genotipos analizados, seguida de la fraccidén de glucosilados (8.3 a 11.2 %) y la
de esterificados (3.4 a 7.0 %). El contenido mas elevado de &acidos fendlicos libres
se presento en los genotipos Criolla de Oaxaca, Huajicori y Tecoanapa; el menor

la tuvieron Alma blanca y Chiautla (Figura 4.)
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Figura 4. Contenido promedio de las fracciones de acidos fendlicos contenidos en cinco muestras

de extractos etandlicos de calices de jamaica

3.7. Analisis de &cidos fenélicos por HPLC

Se identificaron y cuantificaron 10 diferentes acidos fendlicos. En la fraccién de
acidos fendlicos libres, el acido clorogénico fue el que se encontr6 en mayor
cantidad; los acidos p-cumarico y salicilico no se detectaron en ninguno de los
genotipos en esta fraccion. Al igual que en la fraccidn de &cidos fendlicos libres, en
la fraccidn de &cidos fendlicos glucosilados el acido mas abundante fue el
clorogénico; en esta fraccidbn no se detectaron los acidos p-hidroxibenzoico, p-

cumarico y salicilico (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Contenido promedio de acidos fendlicos (ug/g) del extracto etandlico de

calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) de cinco genotipos.

Genotipos G P C p-H \% Ca Si p-C F Sa
Libres

Almablanca 469 ¢ 652 b 4053 C 63 c 62.5 b 683 a 152 ¢ ND ND ND
C.deOaxaca 59.9 b 858 a 2319 D ND 24.3 ¢ ND 647 b ND 6126 A ND
Huajicori 609 b 955 a 9885 A 146 a 64.0 b 598 b 62.1 b ND 1593 B ND
Chiautla 2076 a 650 b 3748 C 122 ¢ 31.1 c 501 c 711 b ND 85.1 C ND
Tecoanapa 65.7 b 952 a 7296 B 13.6 b,a 73.7 a 555 bec 1114 a ND ND ND
DMS 8.9 11.1 80.3 1.6 8.9 8.1 13.1

Glucosilados
Alma blanca 17.3 c 138 c¢d 2794 C ND 17.9 b 9.2 dc 6.9 c ND ND ND
C.de Oaxaca 13.6 d 88 cd 6574 A ND 57.2 a 473 a 12.6 b ND ND ND
Huajicori 14.1 d 157 b 4423 B ND 9.9 b 315 b ND ND ND ND
Chiautla 38.1 a 87 d 2120 cd ND 12.4 b 74 d 6.4 c ND ND ND
Tecoanapa 18.8 b 258 a 162.2 D ND 21.3 b 131 ¢ 36.8 a ND ND ND
DMS 15 4.9 88.3 12.5 4.7 4.2

Esterificados
Almablanca 345 b 72 b 106 C ND 164 b 104 b 69 ¢ 88 ¢ 145 a 299
C.deOaxaca 104 d 174 a 447 <cb ND ND 66 ¢ ND 321 a 149 a ND
Huajicori 174 ¢ 285 a 697 A ND 31.3 a 300 a 112 b ND ND ND
Chiautla 44.8 a 7.3 b 7.1 C ND 16.1 b 95 b 36.2 a 55 d 14.1 a 349
Tecoanapa 340 b 141 a 758 A ND ND 63 ¢ ND 193 b ND ND
DMS 5.9 45 6.7 25 2.1 2.3 3.3

Medias con distinta letra dentro de columnas son estadisticamente diferentes (Tukey, a < 0.05);
DMS: diferencia minima significativa; ND: no detectable; G: Gdlico; P: Protocatecuico; C:
Clorogénico; p-H: p-Hidroxibenzoico; V: Vanilico; Ca: Caféico; Si: Siringico; p-C: p-Cumarico; F:
Ferulico; Sa: Salicilico.

El contenido de &cidos fendlicos analizados por el HPLC tuvieron el mismo
comportamiento con los analizados por el método de Folin-Ciocalteau, segun lo

descrito por Singleton & Rossi (1965) en cada fraccidn. Los acidos fendlicos libres

fueron los mas abundantes en los extractos etandlicos de los cinco genotipos
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analizados. En cuanto a las cantidades los valores obtenidos por HPLC fueron un
poco mas bajos debido a que algunos picos no se pudieron identificar y por tanto
no se cuantificaron.

Los acidos fendlicos se han reportado como agentes antimicrobianos en diversas
plantas y en miel de las abejas (Fontana et al., 2000; Sivakami y Rupasinghe,
2007). Para el caso de la jamaica segun Liu et al. (2002); Ali et al. (2003); Keh-sen
et al (2005) es el acido protocatecuico el agente mas importante. Huang et al.
(2009) mencionan como acido predominante en la jamaica al protocatecuico, lo
gue no coincide con lo obtenido en el presente trabajo con los diferentes genotipos
de jamaica ya que éste se encontrd en cantidades pequefas. Alma blanca (86.2
ug'gl) y Chiautla (81.0 pug'g™) obtuvieron los valores méas bajos mientras que los
mas altos fueron los genotipos de Huajicori (139.7 ugg™) y Tecoanapa (135.1
ug'gl). De acuerdo a Ramirez-Rodrigues et al. (2011) el contenido de Acido
protocatecuico en cdlices frescos de jamaica que en calices deshidratados,
mientras que el &cido gélico solo esti presente es estos Ultimos. Estos mismos
autores encontraron una mayor cantidad de acido galico que acido protocatecuico,
lo que coincide con lo obtenido en este estudio con el genotipo Chiautla. Esto era
de esperarse en virtud de que en ambos casos las muestras de calices de jamaica
provenian del estado de Puebla México. Aunque ellos trabajaron con extractos
acuosos en caliente y en frio, mientras que en esta investigacion se hizo con
extractos etanolicos.

Beltrdn-Debdna et al. (2010) encontraron al acido clorogénico como uno de los
mas abundantes en extractos acuosos de jamaica. En este estudio, se encontré la

misma tendencia. Los valores del contenido de acido clorogénico fueron los mas
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altos y oscilaron entre 593.9 a 1500.5 pg'g’, en comparacién con los demas
acidos fendlicos analizados en los cinco genotipos. Estos resultados coinciden con
los obtenidos con otros autores Gassama-Dia et al. (2004); Segura-Carretero et al.
(2008); Fernandez-Arroyo et al. (2011).

Los &cidos fendlicos encontrados ferdlico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, en la
mayoria de los casos se obtuvieron en concentraciones muy bajas e incluso en
algunos genotipos no se detectaron. No obstante, el genotipo Criolla de Oaxaca,
en la fraccién de fenoles libres se obtuvo una concentracion elevada de (612.6
Hgg™).

Con la identificacion y cuantificacién de estos acidos fendlicos no se pudo dar una
explicacion con relacion a la respuesta antimicrobiana obtenida en los diferentes
genotipos. Resultados similares obtuvieron Bendini et al. (2006) al realizar
estudios sobre la relacion entre los componentes fendlicos, la actividad

antioxidante y actividad antimicrobiana en cinco especies de Passiflora spp.

4. CONCLUSIONES
Los compuestos identificados y cuantificados tales como las antocianinas, fenoles
solubles totales, asi como las proantocianidinas y &cidos fendlicos, no explican de
manera clara la respuesta de la actividad antimicrobiana de los diferentes
genotipos, sin embargo, no se debe descartar la posibilidad estos compuestos
influyan de alguna manera en la actividad antimicrobiana de los calices de
jamaica. El contenido del &cido clorogénico en los extractos de los cinco genotipos
fue el mas abundante en comparacion con los demas 4&cidos fendlicos

identificados.
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