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Resumen

Los calices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) son fuente de bioactivos con aplicacion en las industrias
alimentaria, farmacéutica y cosmética. El objetivo del estudio fue analizar el contenido de
antocianinas (CAT), las fracciones de acidos fenolicos (AF), y determinar la capacidad antioxidante
(CA) en extractos de calices de jamaica. Se emplearon tres variedades de jamaica, dos de origen
nacional (cdlices claros) y una de importacion (calices oscuros). Se utilizaron dos solventes de forma
individual: agua (~95 °C) y metanol acidificado (a temperatura ambiente). El CAT y los AF
fraccionados (libres, glucosilados y esterificados) se cuantificaron por espectrofotometria y se
analizaron por HPLC. La CA se determiné mediante el radical estable DPPH (2,2-difenil-1-
picrihidrazilo). El extracto acuoso present6 51 % de CAT, en comparacion con el 63.7 % en el extracto
metandlico. El perfil de antocianinas no se modificé por el procedimiento de extraccion. En el extracto
acuoso, la fraccion de AF esterificados fue la mas importante, mientras la menor fue la de AF libres.
Los acidos fenolicos mas abundantes fueron el clorogénico y el cafeico. Asimismo, la mayor CA fue
en el extracto acuoso de la jamaica China, debido a su elevado CAT. Sin embargo, en el analisis de
las muestras estandarizadas en CAT a 100 ug/mL, el extracto de jamaica China present6 la menor
CA. La extraccion de bioactivos de los calices de jamaica es mayor en metanol que en extracto acuoso.
La jamaica de importacion presenta un mayor contenido de antocianinas en comparacion de las
jamaicas nacionales.
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Abstract

Hibiscus sabdariffa L. calyces are a source of bioactive compounds with applications in the food,
pharmaceutical, and cosmetic industries. This study aimed to analyze the content of anthocyanins
(CAT) and fractions of phenolic acids (PA) in hibiscus calyx extracts and to determine their
antioxidant capacity (AC). Three hibiscus varieties were used: two of national origin with light-
colored calyces and one imported (dark-colored calyces). Two solvents were used individually: water
(~95 °C) and acidified methanol (at room temperature). CAT and fractionated phenolic acids (free,
glycosylated, and esterified) were quantified using spectrophotometry and analyzed by HPLC. AC
was determined using the DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical assay. The aqueous extract
showed 51 % AC, compared to 63.7 % in the methanolic extract. However, the anthocyanin profile
remained unchanged across extraction methods. In the aqueous extracts, esterified phenolic acids
were the most prominent, while free phenolic acids were the least. Chlorogenic and caffeic acids were
the most abundant phenolic acids identified. Furthermore, the highest AC was found in the aqueous
extract of Chinese roselle, due to its high CAT. However, in the analysis of the samples standardized
to 100 pg/mL CAT, the Chinese roselle extract presented the lowest AC. The bioactive yield of
hibiscus calyces is influenced by both the extraction method and the variety used. The extraction of
bioactives from hibiscus calyxes is higher in methanol than in aqueous extract. Imported hibiscus has
a higher anthocyanin content compared to domestic hibiscus.

Keywords: Hibiscus sabdariffa L., solvent, chlorogenic acid, anthocyanins.

1. Introduccion

La jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) es una planta herbacea, de la familia de las Malvaceas, oriunda
de India, de donde se distribuy6 a Africa y a diferentes partes del mundo, incluido el continente
americano, que es cultivada en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Riaz y Chopra,
2018). Los calices de su flor son aprovechados para la elaboracion de diversos productos de consumo
humano, entre los que destacan las bebidas, que se consumen tanto calientes como frias (Cid-Ortega
et al., 2015). Debido a la diversa composicion fitoquimica que poseen sus calices (Chisomo-Chatepa
et al., 2023), se le atribuyen efectos terapéuticos en la medicina tradicional para tratar afecciones como
resfriados, fiebre, presion arterial, problemas renales, higado graso, entre otras (Carvajal-Zarrabal et
al., 2012).

Los principales grupos de compuestos fendlicos en los célices de jamaica son las antocianinas y los
acidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019; Li et al. 2023), que se han
asociado con actividades bioldgicas como antioxidante (Galicia-Flores ef al., 2008), antiinflamatoria
(Zhang et al., 2024), anti hipercolesterolémica (Yang et al., 2010) y despigmentante (Yagi et al., 2023).
Estos hallazgos posicionan a los calices de jamaica como fuente importante de bioactivos para las
industrias de alimentos, farmacéutica y cosmética. Las principales antocianinas presentes en los
calices de jamaica son delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido, que representan en
promedio el 65 y 30 % del total de las antocianinas, respectivamente. En cuanto a los acidos fendlicos,
el mas abundante es el acido clorogénico, reconocido por sus importantes actividades bioldgicas
asociadas con beneficios a la salud (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019).
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El contenido de los principales grupos de compuestos fendlicos en los calices de jamaica varia
ampliamente. Por ejemplo, el contenido de antocianinas varia significativamente dependiendo del
color de los calices: rojo claro, rojo oscuro y blanco (Salinas-Moreno et al., 2012), y también se
presentan diferencias en el contenido de los 4cidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015). Por otro
lado, los métodos de extraccion aplicados para obtener los bioactivos de los calices, influyen de
manera importante en la cantidad que se recupera (Chisomo-Chatepa et al., 2023). Entre los factores
que se involucran en el método de extraccidn, el tipo de solvente utilizado desempefia un papel
relevante (Morales-Cabrera et al., 2013), pues, debido a que la polaridad del solvente impacta en la
solubilidad y la estabilidad, este influye en el rendimiento y la calidad del extracto. Se ha demostrado
que los compuestos fenolicos y antocianinas se extraen mejor con solventes como agua, metanol o
etanol (Abou-Arab et al., 2011). Ademas, se ha documentado que ciertas condiciones aportan mayor
estabilidad, como es el caso de las antocianinas, donde un pH inferior a 2 permite mayor estabilidad
del ion flavilio (Abou-Arab et al., 2011; Escobar-Ortiz et al., 2021) mientras que al aumentar el pH
(7.00) se propicia la formacion de otras estructuras como cis y trans chalcona (Maciel et al., 2018). El
principal solvente para la preparacion de extractos de jamaica es el agua, mientras que, para realizar
analisis de compuestos y mejores condiciones de extraccién el metanol acidificado es el solvente
reconocido.

En México, los calices de jamaica que se comercializan provienen de la produccién nacional y de
importacion, con predominio de la jamaica importada, misma que se vende a menor precio que la
nacional. Ademas, los estudios publicados sobre las caracteristicas de composicién fendlica y
propiedades antioxidantes de la jamaica nacional e importada, que puedan orientar al consumidor
sobre los beneficios de consumir una u otra son escasos. Tal efecto ha hecho que la produccién
nacional y su economia se vean afectadas, con este tipo de analisis de compuestos fendlicos y
antioxidantes, se busca caracterizar las variedades nacionales para impulsar su consumo.

Con base en lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron analizar en calices de jamaica
nacional e importados las antocianinas y acidos fenolicos en extractos de calices de jamaica obtenidos
mediante dos procedimientos de extraccion y determinar su capacidad antioxidante.

2. Materiales y métodos
2.1 Reactivos y material de estudio

2.1.1 Reactivos

Los reactivos utilizados fueron: acido trifluoroacético (J.T. Baker, México), cianidina 3-glucdsido
(Polyphenols AS, Sandnes, Noruega), acido trifluoroacético grado HPLC (Sigma-Aldrich, MN,
USA), metanol (Sigma-Aldrich, MN, USA), acido férmico (Merck, Toluca, México), acido clorhidrico
HCI, Hidroxido de sodio NaOH (J.T. Baker, México), acetato de etilo (AE), reactivo de Folin-
Ciocalteu (Sigma-Aldrich, MN, USA), los siguientes acidos fenolicos: caféico, clorogénico, ferulico,
galico, protocatecuico, p-cumadrico, p-hidroxibenzédico, sindpico, salicilico, siringico y vanilico
(Sigma, St. Louis, MO), 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH) (Sigma-Aldrich, Toluca, MX), acrodisco
PVDEF 0.45 um (Millipore Corporation, MA, USA), membranas de nylon de 0.45 um (Sigma-Aldrich,
Toluca, MX).
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2.1.2 Material de estudio

Se emplearon tres muestras de calices deshidratados de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.). Dos de
origen nacional; Tecoanapa (Guerrero) y Huajicori (Nayarit), de calices rojo claro proporcionadas
por productores, y una tercera muestra correspondiente a una jamaica de importaciéon de origen
chino, de célices rojo oscuro, que se adquirid en un mercado local de la ciudad de México.

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de extractos

Dos métodos de extraccion fueron probados: extraccion acuosa y extraccion metandlica. Para la
extraccion acuosa: se colocaron 10 g de cdlices de jamaica enteros y deshidratados en vasos de
precipitados de 500 mL, y se agregaron 150 mL de agua destilada; la muestra se llevo a ebullicion
durante 15 min en un digestor de fibra cruda modificado. Se realizaron tres extracciones en las
mismas condiciones para cada muestra, se mezcl6 y midié el volumen final total.

La extraccion metandlica se realizo a partir de 1 g de muestra molida (malla de 0.5 mm), a la que se
agregaron 20 mL de metanol acidificado con 1 % de &cido trifluoroacético (TFA), manteniéndose en
refrigeracion durante 24 horas. El sobrenadante se separdé mediante centrifugacion (Universal 32,
Hettich Zentrifugen, Germany) a 2200 xg durante 10 min. Al residuo se le realizaron dos extracciones
adicionales sucesivas empleando como disolvente metanol: acido acético: agua (10:1:9 v/v/v). En este
caso, las muestras se mantuvieron en agitacion orbital (model G10®, New Brunswick, NJ, USA) por
24 horas a temperatura ambiente. Cada una de las extracciones por tratamiento fue colectada y se
midi6 su volumen total.

Cada extracto se manejo por separado. El extracto de metanol TFA se empled para el analisis de
antocianinas por HPLC ya que el TFA preserva mejor la estructura de las antocianinas que el acido
acético (Maciel et al., 2018). También se cuantificd en cada uno de estos extractos el contenido de
antocianinas totales.

2.2.2 Cuantificacion de antocianinas totales

Se midi6 la absorbancia de los extractos en metanol y agua utilizando un espectrofotémetro
PerkinElmer (Lambda 25 UV/Vis) de acuerdo a lo descrito por Salinas-Moreno et al. (2005). Se elabord
una curva estandar con cianidina 3-glucésido en un rango de 0 a 30 ppm para expresar el contenido
total de antocianinas en funcion de este compuesto. La concentracién de antocianinas totales (CAT)
se expresd en mg equivalentes de cianidina 3-glucdsido por kg de muestra seca (mg ECG kg MS).
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2.2.3 Anadlisis de antocianinas por Cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLO)

Este analisis se realizo a partir del extracto de antocianinas con metanol acidificado con 1 % de
acido trifluoroacético (TFA) del que se tom¢ una alicuota de 10 mL y se purificé de acuerdo a lo
descrito por Salinas-Moreno et al. (2005) en una columna con Amberlita XAD-7. La muestra
purificada se filtré6 en un acrodisco Millipore PVDF 0.45 pm y se depositd en viales ambar a
temperatura de congelacion hasta su analisis por el HPLC. El cromatografo fue un PerkinElmer serie
200, integrado con una bomba cuaternaria con desgasificador, detector de UV/Vis con arreglo de
diodos y automuestreador. La columna fue una C18 Hypersil ODS (200 x 4.6 mm, 5 micras). El
método de analisis fue el descrito por Fossen et al. (2001) que emplea un sistema de gradientes con
dos disolventes: A, que fue acido férmico:agua (1:9 v/v) y el B fue acido férmico:agua:metanol (1:4:5
v/v/v). Todos los solventes empleados fueron grado HPLC y antes de utilizarse se filtraron a través
de membranas de nylon de 0.45 um con ayuda de una bomba de vacio. El volumen de muestra
inyectado fue de 20 pL y el tiempo de analisis de 21 min. La deteccién de las antocianinas se realiz
a 525 nm, manteniendo una temperatura en la columna de 25 °C y una velocidad de flujo de 1.2
mLeminl. La identidad de las antocianinas del extracto de jamaica se efectué mediante la
comparacion del perfil obtenido con los reportados en estudios previos (Sukwattanasinit et al., 2007;
Segura-Carretero ef al., 2008), ya que no se contaba con los estandares de antocianinas reportados en
los calices de esta especie.

2.2.4 Fraccionamiento de acidos fenolicos y cuantificacion

Las fracciones de acidos fenodlicos obtenidas fueron libres, glucosilados y esterificados de acuerdo
con el método descrito por Bakan et al. (2003). La hidrdlisis acida o alcalina facilita la liberacion de
los acidos a su forma libre, que es facil de analizar por HPLC. Brevemente, del extracto final se
tomaron 20 mL (apartado 2.2.1). Para los acidos fendlicos libres, la alicuota se ajust6 a pH de 2 con
HCI 2 N. Se realizaron dos extracciones liquido-liquido con acetato de etilo (AE), las cuales se
mezclaron y concentraron a sequedad en un rotaevaporador (Heidolph instruments, mod. Laborata
4010 digital), el residuo se resuspendié en 1 mL de metanol grado HPLC y se almacend a temperatura
de congelacion para su posterior analisis.

La fase acuosa restante proveniente de las extracciones liquido-liquido fue medida y aforada con
agua destilada a un volumen de 20 mL que se dividié en dos volumenes iguales. A uno de ellos se
agregaron 10 mL de HCI para la hidrolisis de acidos fenolicos glucosilados (a temperatura de
refrigeracion por 1 h), mientras que a la otra fraccion se le adicionaron 10 mL de NaOH 2N para la
hidrdlisis de acidos fendlicos esterificados (en oscuridad durante 3 h a temperatura ambiente), las
extracciones liquido-liquido se realizaron segiin lo descrito para la fraccién de acidos fendlicos libres.
Cada fraccion de acidos fenoélicos se concentrd a sequedad en el rotaevaporador, el residuo se
resuspendié en un mL de metanol grado HPLC. A partir de esta muestra se analizaron los
compuestos fendlicos solubles totales mediante el método de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999)
y se realizo el analisis de acidos fendlicos por HPLC.
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2.2.5 Analisis de acidos fenolicos por HPLC

El analisis de las fracciones de acidos fendlicos (libres, glucosilados y esterificados) se realizo
segin el método de Glowniak et al. (1996). Se utilizé el cromatdgrafo descrito en la seccion de analisis
de antocianinas, y una columna analitica Hypersil ODS.2 (250 x 46 mm) con tamano de particula de
5 um. La fase mévil fue una mezcla de metanol: acido acético:agua (25:1:75 v/v/v) a un flujo de 1
mLemin-1. El tiempo de anélisis 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, fertlico, galico, protocatecuico, p-cumarico, p-hidroxibenzoico, sindpico, salicilico,
siringico y vanilico, utilizando como disolvente la solucion de fase movil. La identificacion de dcidos
fendlicos en los extractos acuosos de jamaica se realiz6 mediante la comparacién de su tiempo de
retencion con el de estandares comerciales, y con el espectro en UV-visible obtenido con el detector
de arreglo de diodos, ademas del apoyo con literatura publicada al respecto (Amaya-Cruz et al., 2019;
Yagi et al., 2023).

2.2.6 Capacidad antioxidante

Esta variable se determiné tinicamente en los extractos acuosos debido a que en la preparacién
de las bebidas refrescantes a partir de calices de jamaica se utiliza agua como solvente. Se empled el
método de DPPH, el cual consiste en la reduccion del radical 2,2-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH)
(Prior et al., 2005). Los extractos acuosos de los calices fueron los utilizados en esta prueba. Se
prepararon soluciones a partir de un volumen conocido del extracto (500 uL) al que se anadié un
volumen igual de agua destilada para tener 1 mL. Con el fin de evaluar los extractos a una
concentracion estandarizada de antocianinas en las tres variedades analizadas (siendo las
antocianinas los principales compuestos antioxidantes del extracto), se probaron soluciones a una
concentracion ajustada de 100 pg de antocianinas por mL de cada extracto. Se prepard una solucién
200 uM de DPPH en metanol al 80 %, de la cual se tomaron 2900 uL y 100 pL del extracto. Para la
absorbancia de referencia, en lugar de muestra, se emplearon 100 pL de agua. Se midié la
absorbancia de la muestra cada 30 s durante 60 min a 515 nm, en un espectrofotometro PerkinElmer,
Lambda 25 UV/Vis, utilizando como blanco metanol al 80 %. Los calculos para obtener el porcentaje
de DPPH reducido se realizaron con la expresion: % DPPH = (Ao - An )100 / Ag; donde Aoy An fueron
las absorbancias de referencia y muestra, respectivamente.

2.2.7 Disefio experimental y analisis de datos

Cada analisis se realizé por triplicado y los resultados se expresaron como la media de estos. Los
datos sobre contenido de antocianinas y acidos fenodlicos se sometieron a un andlisis de varianza
(ANOVA) bajo un disefio completamente al azar. Se realizaron comparaciones de medias, cuando
fue necesario, mediante la prueba de Tukey (a=0.05). Se utilizo6 el software estadistico SAS system,
version 9.0.
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3. Resultados y discusion

3.1 Compuestos fendlicos

Los dos grupos de compuestos fendlicos mas importantes en los calices de jamaica son
antocianinas y acidos fendlicos (Reyes-Luengas et al., 2015; Piovesana y Norefia, 2019), que presentan
maéximos de absorcion a diferentes longitudes de onda. El primer grupo conformado por acidos
fendlicos absorben entre 200 y 400 nm; mientras que el segundo, correspondiente a las antocianinas,
donde su espectro de absorcion se ubico en el rango de 515 a 520 nm.

3.2 Cuantificacion y analisis de Antocianinas

La cantidad de antocianinas totales extraida con cada procedimiento de extraccion aplicado fue
diferente. Cuando se utiliz6 muestra molida y metanol acidificado como solvente, se obtuvo mayor
CAT (P <0.05). Bajo este protocolo, la muestra de China mostré una concentracion de 19,543.2 +248.3
mg ECG kg de muestra. Sin embargo, cuando se emple6 agua como disolvente y la muestra en
célices enteros, la concentracion disminuy¢ hasta el 41 %. En el caso de las muestras de Guerrero y
Nayarit las concentraciones obtenidas con metanol acidificado como solvente fueron de 9546.5 +
199.4 y 8639.8 + 108.2 mg ECG kg, respectivamente, en tanto que, cuando se emple6 agua destilada
las concentraciones disminuyeron hasta 36 % y 48 % respectivamente. Al emplear calices enteros y
agua como disolvente, se extrajeron entre un 51 y 63.7 % menos antocianinas que cuando se empleo
la muestra de calices molida y metanol acidificado como disolvente (Fig. 1).

Para una misma variedad, las diferencias en CAT observadas en los extractos de las variedades de
jamaica se deben a la condicién de la muestra y al solvente empleado. En parte, la recuperacion de
metabolitos esta asociado a la afinidad de los solventes y condiciones de extraccién, donde factores
como temperatura, pH, favorecen la recuperacion de metabolitos. También se ha documentado que,
el uso de agua o etanol al 12 % como solventes no arroja diferencias significativas en la cantidad de
antocianinas extraidas (Prenesti et al., 2007).

La menor concentracién de antocianinas en el extracto acuoso de los calices de las variedades de
jamaica coincide con lo reportado por Chisomo-Chatepa et al. (2023), quienes reportaron 45.5 %
menos antocianinas en el extracto acuoso en relacion al extracto metandlico, con el empleo de calices
molidos para ambos disolventes. Segtin estos autores, la mayoria de los metabolitos de los calices de
jamaica son de naturaleza polar, y el metanol acidificado es mas polar que el agua. Otro factor a
considerar es el pH del solvente de extracciéon. El pH del metanol 4cido se ubicé en alrededor de 1.0,
en tanto que el pH de extractos acuosos de jamaica varia entre 2.16 y 2.8 (Galicia-Flores et al., 2008).
Mientras menor sea el pH mayor es la predominancia de la forma quimica catién flavilium de la
antocianina (Brouillard, 1982), que absorbe fuertemente a la longitud de onda a la cual se cuantifican
las antocianinas.
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Figura 1. Concentracién de antocianinas en los extractos de calices de Hibiscus sabdariffa L. obtenidos con
diferentes disolventes. La comparacién de concentracién de antocianinas se realizd entre solventes de
extraccidn, para cada variedad de hibiscus analizada.

Figure 1. Concentration of anthocyanins in extracts of Hibiscus sabdariffa L. calyces obtained with different
solvents. The comparison of anthocyanins concentration was between solvents for each hibiscus variety
analyzed.

La temperatura de ebullicion (~92 °C) aplicada en la extraccion acuosa de los calices también pudo

influir en el menor CAT de estos extractos, pues las antocianinas son inestables a temperaturas por
arriba de los 60 °C (Enaru et al., 2021).

Los valores reportados para la concentracion de antocianinas en calices de jamaica varian en funcion
del tipo de calices empleada; por ejemplo, los de color rojo claro tienen menos antocianinas que los
de color rojo oscuro (Salinas-Moreno et al., 2012). Ademas, el procedimiento de extraccion, que
incluye factores como el tipo de solvente, condicién de la muestra (molida o entera), interfieren en
la recuperacion y obtencion de compuestos bioactivos a analizar. Asi también, la aplicacién de
tecnologias no convencionales como ultrasonido (Sahin et al., 2020), microondas (Cassol et al., 2019),
y pulsos eléctricos (Sridhar et al., 2021), para la extracciéon de compuestos bioactivos, han evidenciado
mayores recuperaciones de los mismos, en este contexto, se recomienda para futuras investigaciones
la aplicacién de estas tecnologias.

El analisis por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) del extracto
de los calices reveld ocho picos, de los cuales los mas prominentes fueron 2 y 5 que corresponden a
delfinidina 3-sambubidsido y cianidina 3-sambubidsido (Alafidn et al., 2020). La Fig. 2 ilustra el perfil
de antocianinas de la jamaica de China, perfil que fue similar en las muestras de Guerrero y Nayarit.
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Figura 2. Perfil de antocianinas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) del
extracto metandlico de jamaica China. La identidad de los picos se encuentra en la Tabla 1.

Figure 2. Anthocyanin profile by high-performance liquid chromatography (HPLC) of the methanolic extract
of Chinese hibiscus. The identity of the peaks is shown in Table 1.

Las antocianinas minoritarias presentes en los calices de jamaica corresponden a delfinidina 3-
glucédsido (pico 1), cianidina 3-rutinésido (pico 6) y cianidina 3-diglucésido (pico 7) (Segura-
Carretero et al., 2008). Elntimero de antocianinas identificadas en los calices de jamaica se incrementa
cuando se utilizan herramientas de analisis mas sensibles, como es la espectroscopia de masas en la
modalidad QTOF-MS (quadrupole time of flight mass spectrometry), asi, Amaya-Cruz et al. (2019)
reportaron 13 antocianinas en los calices de una variedad de jamaica obtenida en Guerrero, en las
que ademas de los derivados de delfinidina y cianidina ya reportados, identificaron un derivado de
pelargonidina. Por su parte, Debelo et al. (2023), mediante espectroscopia de masas identificaron
derivados de petunidina en calices de jamaica cultivada en Senegal. En este contexto, el uso de
técnicas analiticas mas sofisticadas mejora significativamente la identificacion de compuestos
minoritarios presentes en los extractos analizados, lo cual aporta una elucidacién mas amplia y
puntual de los metabolitos presentes en extractos vegetales.

El porcentaje relativo de las antocianinas predominantes en los calices de las variedades de China y
Nayarit fue similar, y ligeramente inferior al de la variedad de Guerrero (Tabla 1). Los porcentajes
relativos de area obtenidos para las antocianinas predominantes en los calices de jamaica son
parecidos a los informados por otros autores (Ifie et al., 2018), aunque estos porcentajes pueden variar
de acuerdo con la variedad y las condiciones de cultivo.
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Tabla 1. Porcentaje relativo de drea de las antocianinas contenidas en extractos de célices de tres variedades
diferentes de jamaica.

Table 1. Relative percentage of area of the anthocyanins contained in extracts of calyces from three different
hibiscus varieties.

Variedades de jamaica*

No. Identidad de los Picos
China Guerrero Nayarit
1  Delfinidina 3-glucdsido 0.7 1.2 1.7
2 Delfinidina 3-sambubiosido* 59.1 64.3 59.2
3 Delfinidina 3-glucdsido* 43 44 7.3
4 NI 2 1.8 4.2
5  Cianidina 3-sambubidsido* 31.5 27.6 21.8
6  Cianidina 3-rutindsido 1 ND 2.1
7  Cianidina 3-diglucésido’ 0.5 ND 1.4
8 NI 0.8 0.7 2.4

*Valores expresados en porcentaje relativo de area (%).
NI: No identificado.

ND: No detectado.

*:Seguin Sukwattanasinit et al. (2007).

#: Segtin Segura-Carretero et al. (2008).

3.3 Acidos fenolicos

La Fig. 3 muestra el cromatograma de los estandares de acidos fenolicos utilizados (Fig. 3A), y de
las tres fracciones de acidos fenolicos (Fig. 3B). Bajo el protocolo de analisis empleado se observo
buena resolucién de la mezcla de estdndares. En las muestras la resolucion fue adecuada, con
excepcion del pico 3, correspondiente al acido clorogénico, que mostré una sefial inmediata no
identificada. No obstante, bajo estas condiciones fue posible cuantificar el acido clorogénico.

El analisis fraccionado de los acidos fenolicos de los extractos acuosos de calices de jamaica de las
variedades examinadas mostrd que, del total de compuestos fendlicos solubles en el extracto de
jamaica China, 27.3 % fueron fenoles libres, 31.0 % glucosilados y 41.7 % esterificados; el de Guerrero
presentd 25.2 % de libres, 28.6 % de glucosilados y un 46.2 % de esterificados, en tanto que el de
Nayarit tuvo 22.1 % de fenoles libres, 25.6 % de glucosilados y un 52.3 % de esterificados. La fraccién
mas abundante (compuestos fenolicos esterificados) corresponden a aquellos no ligados a los
componentes de la pared celular, y que estan unidos a su estructura mediante un enlace éster (Reyes-
Luengas et al., 2015), que es sensible a condiciones de pH alcalino. En cambio, la fracciéon menos
abundante correspondi6 a la de los dcidos fenolicos libres (Fig. 4).

Solo una pequefia cantidad de acidos fendlicos se localiza en forma libre, la mayoria de estos
compuestos se encuentran unidos mediante enlaces ésteres o éteres a otros compuestos como
antocianinas (co-pigmentacion) u otras moléculas organicas como glucosa o acidos quinico, malico
y tartdrico, o bien a otros productos naturales como terpenos (Marques y Farah, 2009). La unién entre
antocianinas se denomina autoasociacion, mientras que, con otros, como los compuestos fendlicos,
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copigmentacion intramolecular (Mejia et al., 2023). La asociacion intramolecular en el caso de las
antocianinas se favorece por un mayor grado de glicosilacion y acilacién (Maciel et al., 2018). La
estructura y grupos funcionales de estos compuestos permiten una interaccion y enlaces con otras
macromoléculas presentes en los tejidos vegetales, mejorando su estabilidad y funciones bioldgicas
propias del tejido del que proceden (Maciel et al., 2018; Babenko et al., 2019).

mAU

aa— U - AN —

Acidos fenolicos libres
Acidos fenolicos glucosilados
Acidos fendlicos esterificados

mAU

L e b RS, VST ., R S ——

Tiempo de retencion {(min)

Figura 3. Cromatograma de estandares de acidos fendlicos a 254 nm (A) y de las fracciones de acidos fendlicos
de los calices de la variedad de jamaica de China (B). La identidad de los picos es: 1= Galico, 2= Protocatecuico,
3= Clorogénico, 4= p-Hidroxibenzoico, 5= Vanilico y Caféico, 6= Siringico, 7= p-Cumarico, 8= Ferulico, 9=
Salicilico y 10= Sinapico.

Figure 3. Chromatogram of phenolic acid standards at 254 nm (A) and phenolic acid fractions from the Chinese
hibiscus variety calyces (B). The peak identities are: 1= Gallic, 2= Protocatechuic, 3= Chlorogenic, 4= p-
Hydroxybenzoic, 5= Vanillic and Caffeic, 6= Syringic, 7= p-Coumaric, 8= Ferulic, 9= Salicylic, and 10= Sinapic.
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La suma de estos tres tipos de acidos fendlicos representa el contenido total de acidos fenolicos
solubles en los extractos y fue mayor en el extracto de jamaica China, con una concentracién de
11977.3 +76.4 pgeg' de muestra, seguido del extracto de jamaica de Nayarit con 9259.3 + 35.0 pugeg-
1 de muestra, y finalmente el extracto de Guerrero, con una concentracion de 7713.5 + 37.5 ugeg- de
muestra. Valores similares fueron informados por Reyes-Luengas et al. (2015) para variedades de
jamaica con calices de diferentes colores. Si no se realiza el fraccionamiento de acidos fendlicos, los
valores reportados son menores. Li et al. (2024) reportaron valores entre 4500 y 7230 pg®g'en calices
de jamaica de diferentes origenes.

H Libres H Glucosilados il Esterificados

5500
5000 i 3
4500
4000 b
3500 -
3000 -
2500 - b
2000 -
1500 -
1000 -

lo

Acidos fendlicos (pug/g)

China Guerrero Nayarit
Extractos acuosos de jamaica

Figura 4. Contenido de las fracciones de acidos fenolicos presentes en tres muestras de extractos de calices de
jamaica.
Figure 4. Content of phenolic acid fractions present in three samples of hibiscus calyx extracts.

Se separaron 25 diferentes compuestos de los cuales se identificaron 10 acidos fendlicos, con el apoyo
de los tiempos de retencién de los estandares y sus respectivos espectros en UV (Tabla 2). Entre los
picos no identificados (NI) abundaron compuestos con espectros en UV similares a varios de los
acidos fenolicos reportados en extractos acuosos de calices de jamaica, como son los acidos: galico,
protocatecuico, clorogénico, p-cumarico, y salicilico (Reyes-Luengas et al., 2015) por lo cual se asocia
la presencia de estos compuestos en el extracto. En el trabajo de Li ef al. (2024) se sefala la presencia
de diferentes isdmeros y derivados de los principales acidos fendlicos de los calices de jamaica.
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Tabla 2. Identificacién de acidos fendlicos mediante uso de estandares comerciales, tiempos de
retencion y espectros UV, en extractos acuosos de jamaica China.

Table 2. Identification of phenolic acids of commercial standards, retention times, and UV spectra in
aqueous extracts of Chinese hibiscus.

Tiempos de retencion

No.Pico  Acidos fenélicos ()r\::) ’ (min) fislgfl(::(;
Estandares FL FG FE
NI1 1.87 1.86 178 A.galico
NI2 215 2 2.02  A. gdlico
NI3 232 229 23 A galico
1 Galico 272.9 2.73 2,66 2.63 2.64
NI4 2.85 285 285 A.gdlico
NI5 3.16 3.16 3.18 A .protocatecuico
NI6 352 354 3.64 A.protocatecuico
2 Protocatecuico 259.7 3.88 3.85 385 3.87
NI7 414 415 42 A cdorogénico
NI8 447 449 449 A cdorogénico
3 Clorogénico 330.1 4.77 468 471 481
NI9 537 539 534 A.clorogénico
4 p-Hidroxibenzoico 255 5.99 6 6.01 6.01
5 Vanilico 260.9 7.07 6.85 6.87 687
5 Caféico 327.1 7.07 6.85 687 6.87
6 Siringico 273.7 7.84 772 772 774
NI10 843 884 881 A.p-cumarico
NI11 915 918 9.6  A.p-cumarico
NI12 13.34 9.85 1021 A.p-cumérico
NI13 10.86 10.91 10.92 A.protocatecuico
7 p-Cumérico 310.1 12.33 1241 1235 12.18
NI14 16.26 16.17 13.26 A.p-cumérico
8 Fertlico 323.8 14.85 14.63 14.64 14.64
9 Salicilico 303.2 15.75 1543 15.81 159
NI15 17.32 17.3  17.06 A.salicilico
NI16 18.52 18.58 A. salicilico

Amax: Méximo de absorcién; FL: Compuestos fenolicos libres; FG: Compuestos fenolicos
glucosilados; FE: Compuestos fendlicos esterificados.

El contenido de dcidos fendlicos en cada una de las fracciones analizadas en los extractos acuosos de
jamaica se muestra en la Tabla 3. En las tres fracciones de acidos fenolicos los dcidos mas abundantes
fueron clorogénico y cafeico, en tanto que los de menor presencia fueron los acidos p-
hidroxibenzoico y ferulico. El acido vanilico se encontrd en todas las fracciones de la jamaica China,
pero no en las fracciones de acidos fendlicos libres y glucosilados de las jamaicas de Guerrero y
Nayarit. Aunque en esta tltima jamaica si se observ en la fraccion de acidos esterificados.
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Tabla 3. Contenido de 4cidos fendlicos libres, glucosilados y esterificados (1g/g) en los extractos de calices de tres

variedades de jamaica.

Table 3. Content of free, glycosylated, and esterified phenolic acids (ug/g) in extracts of calyces from three hibiscus

varieties.
Fenoles G P Cl p-H )\ Ca Si p-C F Sa
Libres
China 2812 @ 1551 @ 13094 @ 10.6 @ 8253 4126 @ 931 @ 457 b 242 a 1121 2
Guerrero 3292 @ 887 € 10698 P 98 @ ND 1982 € 750 b 840 @ 112 b 781 b
Nayarit 1882 P 1336 P 13198 @ 24 b ND 2362 P 606 € 530 P 35 ¢ 455 ¢
Glucosilados
China 3625 @ 1583 @ 18837 @ 10.1 @ 9284 2431 @ 412 A 329 € 10 A 488 b
Guerrero 2288 D 869 ¢ 15171 ¢ 41 b ND 1943 P 388 a 731 a 11 @ 01 @
Nayarit 1646 € 1173 P 17792 P 15 ¢ ND 2067 P 384 2@ 429 b oo b 235 ¢
Esterificados
China 4622 @ 1835 @ 12458 P 161 @ 6647 2101.0 @ 755 € 1081 @ 40.6 P 1004 2
Guerrero 3883 P 1314 ¢ 12210 P 133 P ND 14590 € 1199 @ 766 b 541 2 1019 2
Nayarit 2591 © 1564 P 14939 @ 140 b 8344 18251 P 1103 P 820 P 209 ¢ 465 P

Los valores son medias expresadas en pg/g de muestra seca. Letras iguales en la misma columna y fraccion no son
significativamente diferentes (P<0.05). G: Galico; P: Protocatecuico; Cl: Clorogénico; p-H: p-Hidroxibenzoico; V:

Vanilico; Ca: Cafeico; Si: Siringico; p-C: p-Cumarico; F: Fertlico; Sa: Salicilico. ND: no detectado.

El acido clorogénico se encontré mayormente en forma glucosilada y esterificada, que concuerda con
otras investigaciones que sefalan este compuesto como un acido fenolico, altamente presente en los
extractos vegetales (Reyes-Luengas et al., 2015; Li et al., 2024). En el extracto acuoso de jamaica China,
este acido represento 37.1 % del total, en el de Guerrero 49.4 % y en el de Nayarit 49.6 %, en relaciéon
con cada una de sus respectivas muestras. El contenido de acido clorogénico al sumar las tres
fracciones reportd 4,438.9 ug/g, que es un valor inferior al informado por Debelo et al. (2023), en
calices de jamaica (9354.0 pg/g). La diferencia se puede atribuir a la variedad de jamaica utilizada en
cada caso y al método de extraccion aplicado. Debelo et al. (2023) emplearon muestra molida,
metanol acidificado como solvente y sonicaron la muestra, factores que favorecen considerablemente
la extraccion de los compuestos fenolicos. La importancia de este dcido radica en que presenta efectos
de actividad biologica importante, entre los que se encuentran: actividad antiinflamatoria,
antioxidante, asi como efectos en los procesos metabdlicos de lipidos y glucosa (Galicia-Flores et al.,
2008; Yang et al., 2010; Zhang et al., 2024).

Los porcentajes relativos de acido caféico encontrados en las muestras fueron de 24.5 % en el extracto
de jamaica de Nayarit, 24.0 % en el de Guerrero y 23 % en el de China. Estos valores son similares al
19.9 % reportado por Yang et al. (2010). El elevado contenido de acido cafeico en la fraccion de fenoles
esterificados podria provenir de la hidrdlisis del enlace éster de este 4cido, con el acido quinico, que
constituye el acido clorogénico. Lo que no queda claro es por qué no se hidrolizé todo el acido
clorogénico de la fraccion de acidos fendlicos esterificada con el tratamiento de alcali aplicado.

Otro acido fenolico que se encontrd en cantidad importante fue vanilico, que en el extracto de jamaica
China represento 20.2 % del total de acidos fenolicos encontrados en las tres fracciones, en el extracto
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de Nayarit solo se detectd en la fraccion de acidos esterificados. Sin embargo, este acido fendlico
contribuy6 con el 9 % de la concentracion total de estos compuestos en su extracto. En el extracto de
Guerrero no se detecto. El acido vanilico bajo el protocolo de andlisis por HPLC aplicado en el
presente estudio, co-eluye con el acido cafeico, por lo que su cuantificacion se dificulta. Su presencia
en cantidades moderadas (102-208 pg/g) se ha reportado en extractos tanto acuosos como
metanolicos de calices de jamaica (Yagi et al., 2023).

Otros acidos presentes en los extractos de jamaica analizados fueron: galico (6.6 a 12.3 %), p-
hidroxibenzoico (0.2 a 0.4 %), siringico (1.8 a 3.0 %), ferulico (0.3 a 0.9 %) y salicilico (1.2 a 3.1 %).
Huang et al. (2009), mencionan como acido predominante en la jamaica al protocatecuico (23.2 %).
Sin embargo, el porcentaje promedio de este acido en los extractos acuosos de jamaica analizados
fue de 4.2 %, encontrandose en mayor proporcion en el extracto de jamaica de Nayarit (4.4 %).

En los cromatogramas de acidos fenolicos solubles (libres, glucosilados y esterificados) se observo
un compuesto con tiempo de retencion de 3.12 min, que es muy cercano al del estdndar de acido
protocatecuico (3.85 min), pero con un espectro en UV ligeramente diferente (Fig. 5, obtenido con el
detector UV/vis con arreglo de diodos), por lo que es posible que se trate de un derivado de este
acido. El porcentaje relativo de este compuesto (Tr=3.12 min) en las tres fracciones de acidos fendlicos
analizados fue mayor que el del acido clorogénico, particularmente en la fraccién de acidos libres.
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Figura 5. Espectro en UV del acido protocatecuico y del compuesto con tiempo de retenciéon de 3.12 min
observado en el extracto acuoso de calices de la variedad de jamaica China.

Figure 5. UV spectrum of protocatechuic acid and the compound with a retention time of 3.12 min observed in
the aqueous extract of calyces from the Chinese hibiscus variety.

3.4 Capacidad antioxidante de compuestos fenolicos de extractos de jamaica

La Fig. 6 presenta el comportamiento de la capacidad antioxidante (CA) de los diferentes
extractos de jamaica. En la Fig. 6A se muestran los resultados de esta variable para los extractos
diluidos en proporciones 1:1 con agua, a partir del extracto original. La Fig. 6B ilustra los resultados
obtenidos cuando los extractos se estandarizaron a una concentracién de antocianinas (100 pg/mL).
En el primer caso (Fig. 6A) se apreci6 que el extracto de jamaica China, presento 89.6 % de capacidad
antioxidante del DPPH en 15 min y en 30 min la reduccién alcanz6 91.0 %.
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El extracto de jamaica de Nayarit redujo 84.1 % del DPPH en 15 min, e incrementé a 90.7 % en 30
min. El extracto de Guerrero redujo en 15min 79.7 % del DPPH y lleg6 a 88.0 % a los 30 min. Después
de 30 min no se percibieron cambios significativos en la reduccion del DPPH por los extractos, la
reduccion final de DPPH a los 60 min de los extractos de jamaica China y Nayarit fue similar (91.0 y
90.7 % respectivamente), lo que hace suponer que otros compuestos ademas de las antocianinas y
acidos fenolicos contribuyen en la CA de este extracto. El extracto de Guerrero fue el que logré menor
reduccion del DPPH al final de la prueba (88.2 % del DPPH en 60 min), atribuido posiblemente a sus
bajos niveles de antocianinas y acidos fendlicos.
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Figura 6. Capacidad antioxidante de extractos de jamaica diluidos 1:1 con agua destilada a partir de la
concentracion original del extracto (A) y extractos ajustados a una concentracién estandarizada de antocianinas

(B).
Figura 6. Antioxidant capacity of hibiscus extracts diluted 1:1 with distilled water from the original extract
concentration (A) and extracts adjusted to a standardized anthocyanin concentration (B).

De acuerdo con los resultados obtenidos, mayor concentracion de antocianinas y acidos fendlicos
implica mayor velocidad en la reduccion del DPPH por los extractos.

En el segundo ensayo (Fig. 6B), el extracto de jamaica China presentd la capacidad antioxidante mas
baja, posiblemente como resultado de la dilucioén por el ajuste de la concentracion de antocianinas,
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el extracto redujo 72.8 % del DPPH en 15 min, 80.5 % en 30 min y en 60 min un 87.2 %. Por otra parte,
los extractos de jamaicas nacionales tuvieron una dilucién menor para ajustar la cantidad de
antocianinas debido a su bajo contenido de estos pigmentos, lo que permitié que el resto de los
constituyentes del extracto se diluyeran en menor proporcion que en la jamaica China. El extracto
de jamaica de Nayarit alcanzo6 74.5 % de reduccién del radical DPPH en 15 min, 84.3 % en 30 min y
91.2 % en 60 min, mientras el extracto de jamaica de Guerrero presenté mayor capacidad
antioxidante que los extractos de China y Nayarit, ya que redujo 86.7 % del radical en 15 min, a los
30 alcanz6 91.9 % y a los 60 min la reduccion fue de 93.0 %.

De acuerdo con lo informado por Yagi ef al. (2023), cuando se evaltia la CA mediante el método de
DPPH, el acido clorogénico y flavonoides del tipo kaemferol tienen una elevada participacion,
incluso mayor que las antocianinas caracteristicas de la jamaica, lo que podria explicar porque la
jamaica China, al estandarizar los extractos por contenido de antocianinas, mostré menor CA que
las otras dos jamaicas, con contenidos moderados de estos flavonoides.

La composicién fitoquimica de los calices de jamaica es amplia y diversa, y sin duda la presencia de
otros compuestos distintos a antocianinas contribuye a su CA. Compuestos fendlicos como el
epigalocatequin-galato, catequina, epigalocatequina, quercetina, kaemferol, acido hidroxicitrico y 3-
caroteno, presentes en los calices de jamaica, poseen una destacada capacidad antioxidante (Riaz y
Chopra, 2018).

4. Conclusiones

La extraccidn acuosa presentd menor recuperacion de compuestos bioactivos en comparacion con
la extraccién metandlica. Independientemente del procedimiento de extraccion aplicado, la jamaica
China contiene mayor cantidad de acidos fenoélicos y antocianinas que las jamaicas nacionales, y
todas las jamaicas analizadas mostraron el mismo perfil de antocianinas. La fraccion mas abundante
de compuestos fenolicos en los extractos acuosos fue la de acidos fendlicos esterificados, con los
acidos clorogénico y cafeico como los principales; el primero abundd en la fraccion de fenoles
glucosilados, mientras que el segundo en el de esterificados. Adicionalmente, la capacidad
antioxidante de los extractos estuvo ligada con su contenido de antocianinas y acidos fendlicos. Sin
embargo, otros compuestos diferentes a estos flavonoides coloridos presentes en los calices, poseen
capacidad antioxidante relevante. A pesar de su alto contenido de antocianinas, los extractos de la
jamaica China presentaron menor capacidad antioxidante al estandarizar su concentracion con base
en estos flavonoides.
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Nomenclatura

CA: Capacidad antioxidante.
AE: Acetato de etilo.
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AF: Acidos fenodlicos.

ANOVA: Analisis de varianza.
Ca: Caféico.

CAT: Contenido de antocianinas.
Cl: Clorogénico

DPPH: 2,2-difenil-1-picrihidrazilo.
F: Ferulico.

FE: Compuestos fenolicos esterificados.
FG: Compuestos fendlicos glucosilados.

FL: Compuestos fenolicos libres.
G: Galico.
HCl: Acido clorhidrico.
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HPLC (siglas en ingles): Cromatografia liquida de alta resolucion.

mg ECG/kg MS: Miligramos equivalentes de cianidina 3-glucésido por kg de muestra seca.

N: Solucién Normal.
NaOH: Hidréxido de sodio.
ND: No detectado.

NI: Picos no identificados.
nm: Nandémetro.

P: Protocatecuico.

p-C: p-Cumarico.

p-H: p-Hidroxibenzoico.
Sa: Salicilico.

Si: Siringico.

TFA: Acido trifluroacético.

UV/Vis: Espectroscopia ultravioleta-visible.
v/v/v: Relacion volumen volumen volumen.

V: Vanilico.

Amax: Maximo de absorcién.
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