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RESUMEN GENERAL

IDENTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS DE EXTRACTOS DE
JAMAICA (Hibiscus sabdariffa) ‘SUDAN’ Y ‘ALMA BLANCA'’ Y SU EFECTO
FUNGISTATICO EN EL CONTROL DE Rhizopus stolonifer

La flor Hibiscus sabdariffa L. posee agentes antimicrobianos pero se desconoce
la actividad fungistatica en Rhizopus stolonifer, hongo que afecta poscosecha. El
objetivo del estudio fue evaluar la actividad inhibitoria de extractos etandlicos de
dos variedades de jamaica ‘Sudan” y ‘Alma blanca’ para inhibir el desarrollo de
R. stolonifer in vitro, asi como cuantificar el contenido de los compuestos
fendlicos totales mediante diferentes técnicas colorimétricas. Se realizo el
aislamiento del hongo y la identificacion de la cepa en un disefio con arreglo
factorial, con dos concentraciones de esporas (1x108 y 1x108 esporas- mL™t), dos
variedades de jamaica, cinco dosis del extracto etandlico (4.5, 5.0, 5.5, 6.0y 6.5
%), tres repeticiones por cada extracto. Se observd que ambas variedades
lograron inhibir entre 43.83 y 60.42 % a las 96 horas de desarrollo del hongo, por
lo que podrian usarse como fungistaticos potenciales en el control de Rhizopus
stolonifer. Se determinaron los contenidos de los compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas y proantocianidinas, se identificaron los principales
acidos fenolicos mediante HPLC-DAD mediante sus tiempos de retencién con
estandares comerciales y los espectros en UV. Se identificaron 11 acidos
fendlicos en los cromatogramas. La jamaica de color blanco ‘Alma blanca’
presento el mayor contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides.

Palabras clave: poscosecha, esporas, hongo, concentraciéon minima inhibitoria,
acidos organicos, fenoles, flavonoides, proantocianidinas, extractos etandlicos.

Tesis de Doctorado en Ciencias en Horticultura, Departamento de Horticultura, Universidad
Auténoma Chapingo

Autor: Carolina Maria Flores Trejo

Director de tesis: Dra. Maria Teresa Martinez Damian



GENERAL ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PHENOLIC COMPOUNDS OF JAMAICA (Hibiscus
sabdariffa) EXTRACTS 'SUDAN' AND 'ALMA BLANCA' AND THEIR
FUNGISTATIC EFFECT IN CONTROL OF Rhizopus stolonifer

Hibiscus sabdariffa L. flower possesses antimicrobial agents, but its fungistatic
activity on Rhizopus stolonifer, a fungus that affects postharvest is unknown. The
objective of study was to evaluate the inhibitory activity of ethanolic extracts of
two varieties of hibiscus 'Sudan' and 'Alma blanca'’ to inhibit the development of
R. stolonifer in vitro, as well as to quantify the content of total phenolic compounds
by different colorimetric techniques. Isolation of the fungus and strain identification
were carried out in a factorial design with two spore concentrations (1x108 and
1x106 spores- mL-1), two varieties of hibiscus, five doses of ethanolic extract (4.5,
5.0, 5.5, 5.5, 6.0 and 6.5 %), three replicates for each extract. It was observed
that both varieties were able to inhibit between 43.83 and 60.42 % at 96 hours of
fungal development, so they could be used as potential fungistatics in the control
of Rhizopus stolonifer. The contents of phenolic compounds, flavonoids,
anthocyanins and proanthocyanidins were determined, and the main phenolic
acids were identified by HPLC-DAD using their retention times with commercial
standards and UV spectra. Eleven phenolic acids were identified in the
chromatograms. The white hibiscus 'Alma blanca' had the highest content of total
phenolic compounds and flavonoids.

Key words: postharvest, spores, fungus, minimum inhibitory concentration,
organic acids, phenols, flavonoids, proanthocyanidins, ethanolic extracts.

PhD Thesis in Horticultural Sciences, Department of Horticulture, Universidad Auténoma
Chapingo
Author: Carolina Maria Flores Trejo
Advisor: Dra. Maria Teresa Martinez Damian
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CAPITULO |
1. INTRODUCCION GENERAL

La jamaica es originaria de Africa, en paises como América la planta es cultivada
ampliamente en las zonas tropicales del Caribe y Centroamérica, como un cultivo
doméstico (Mahadevan & Kamboj, 2009). A nivel internacional se distinguen seis
variedades: sudan, china, roja, negra gigante, morada gigante y la no acida
(Meza-Chavarria, 2012).

México tiene una produccion de aproximadamente 7,889 t de jamaica, siendo el
estado de Guerrero el principal productor (SIAP, 2019) las principales variedades
gue se encuentran registradas en el Catalogo Nacional de Variedades
Nacionales de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural son ‘Alma blanca’
JAM-001-260210, ‘Rosaliz’ JAM-003-260210, ‘Cotzaltzin’ JAM-002-260210,
‘Tecoanapa’ JAM-004-260210 y ‘Quinba R-TC’ JAM-006-231117 (Ariza-Flores et
al., 2014).

Las variedades de jamaica tienen diferencias morfologicas y quimicas, las cuales
se ven afectadas por factores como genética, ambiente, cosecha y ecologia. Una
de las variedades que ha sido poco estudiada por su falta de pigmento es ‘Alma
blanca’ por lo que presenta baja demanda comercial (Morales-Cabrera, 2013).
Los principales compuestos quimicos en los calices de jamaica son los acidos

organicos, antocianinas, polisacéaridos y flavonoides (Da-Costa et al 2014).

El &cido clorogénico se encuentra en mayor concentracion en los extractos de
jamaica segun sefala Li (2014), quien reporta el efecto antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. La forma de
extraccion de los diferentes compuestos quimicos depende del disolvente
utilizado como, etanol, metanol, acetona, en diferentes mezclas con agua,
ademas de otros factores como la temperatura, tiempo de extraccion, relacion
masa-solvente, entre otros (Amyrgialaki et al. 2014, Capriotti et al. 2014). Existen
estudios del uso de extractos etandlicos de jamaica para inhibir el crecimiento de

bacterias como lo reporta Garbi (2016), quien encontro actividad antimicrobiana
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contra Escherichia coli O157:H7; sin embargo, se desconoce si estos extractos
poseen capacidad fungistatica, para inhibir el desarrollo de Rhizopus stolonifer,
uno de los hongos fitopatdbgenos en poscosecha de mayor importancia
econdémica con pérdidas de aproximadamente 24% en poscosecha (Bautista-
Bafios et al. 2008, 2014). Entre los fungicidas que se aplican para el control de
este hongo se encuentran el Iprodione (Rovral), que reduce hasta 59 % la
pudricion por Rhizopus. Sin embargo, en algunos paises su uso esta prohibido
por dafos a la salud. El Dicloran es otro fungicida usado para el control de este
hongo, no obstante, se desconoce el estado de toxicidad si se llega a consumir
(Bautista-Barios et al. 2014).

Actualmente, las personas buscan consumir productos saludables y libres de
quimicos que puedan perjudicar su salud, por lo que muchos de los
desinfectantes que se utilizan en los frutos y hortalizas para su consumo en fresco
se han ido sustituyendo por otras técnicas, como la elaboracion de productos
naturales que inhiban el crecimiento de hongos y aumenten la vida de anaquel
de frutos. Una alternativa para disminuir el uso de fungicidas quimicos son los
fungicidas orgénicos, por lo cual los extractos de jamaica podrian ser utilizados

para disminuir el desarrollo de R. stolonifer durante poscosecha.

En la presente investigacion se planteo la hipotesis de que los calices de jamaica
blanca ‘Alma blanca’ presentaron concentraciones de compuestos fendlicos
similares e incluso mayores que la jamaica roja ‘Sudan’, ademas el extracto de
jamaica presento capacidad fungistatica en el control de Rhizopus stolonifer. Por
lo cual, los objetivos fueron evaluar la actividad inhibitoria in vitro de extractos
etandlicos de dos variedades de jamaica, ‘Sudan” y ‘Alma blanca’ para reducir el
desarrollo de Rhizopus stolonifer in vitro, asi como analizar los compuestos
fendlicos de los extractos etandlicos de jamaica (roja y blanca) mediante
diferentes técnicas colorimétricas para diferencias fitoquimicamente ambas

variedades.
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CAPITULO I
2. REVISION DE LITERATURA

2.1 FLOR DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa)

2.1.1. Origen, distribucion y morfologia

Hibiscus sabdariffa es originaria de Africa, Sureste de Asia y América Central. Se
cultiva en Sudan, Egipto, Nigeria, México, Arabia Saudita, Taiwan, India
Occidental y América Central. Se conoce comunmente como roselle en las
regiones de habla inglesa, Bissap en Senegal, Jamaica en México y Espafa,
Congo en Francia, Wonjo en Gambia, Zobo en Nigeria, Karkade en Egipto, Arabia
Saudita y Sudan (Borras-Linares et al., 2015). En México, en los Estados de
Guerrero y Oaxaca se cultiva 91% de la superficie cosechada y se obtiene 85 %
de la produccion nacional (SIAP, 2012).

Pertenece a la familia Malvaceae, es una planta anual herbacea que crece entre
2y 2,5 m alto. Las hojas son profundamente lobuladas entre 3-5 cm de ancho y
8-15 cm de largo, dispuestas alternativamente en los tallos rojos lisos y
cilindricos. Las flores, de 3 a 4 cm de largo, esta formada por 4 o 5 pétalos de

color rojo o blanco, el caliz es carnoso y sabor acido (llodibia et al., 2019)

2.1.2. Variedades

Existen variedades mexicanas de célices de color rojo como ‘Cotzaltzin’ y
Tecoanapa’ y de color rosa como ‘Rosaliz’, las cuales se han estudiado debido a
su alto contenido de antocianinas, también se encuentra la variedad de célices
blancos ‘Alma blanca’ la cual tiene pocos estudios en cuanto a su contenido de
compuestos quimicos y sus posibles usos antimicrobianos. '‘Alma Blanca' es una
mutacion natural de la variedad criolla regional, tiene tallos y hojas de color verde,
con calices de color amarillo claro. 'Rosaliz' se distingue por su color moteado de
caliz 45% de color crema y 55% de color rosado. 'Cotzaltzin' tiene tallos de color
rojo claro, con hojas verdes de borde aserrado de color carmin o rojizo y la

nervadura central es moteada rojiza, la planta y calices son de color rojo oscuro.
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‘Tecoanapa’ tiene tallo rojo oscuro, la planta a madurez fisioldgica es de forma

conicay su caliz es de color rojo oscuro (Ariza-Flores et al., 2014).

2.1.3. Usos

Las hojas y tallos tiernos de la jamaica se comen crudos en ensalada o cocido
solo, las semillas son ricas en proteinas y después de la extraccion del aceite, se
hierven y se comen en sopas y también se utilizan como sustituto de café en
Africa. Los calices secos se utilizan en todo el mundo en la produccion de bebidas
(té de hierbas / helado), mermeladas, jaleas, salsas, vinos, conservas y una
fuente de colorante alimentario natural debido a la presencia de antocianinas.
Varias partes de la planta se han utilizado en la medicina tradicional para tratar
resfriados, dolores de muelas, infecciones del tracto urinario y resacas. Las
bebidas también se utilizan para tratar enfermedades hepaticas, fiebre,
hipercolesterolemia, hipertension, antiespasmoédico y como agente
antimicrobiano (Konan et al., 2015).

Se ha demostrado que los extractos de los calices de jamaica tienen propiedades
antimicrobianas sobre diferentes microorganismos patégenos y de

descomposicion de alimentos (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

2.1.4. Valor nutricional

La composicion nutricional de la jamaica en fresco, esta condicionada por la
variedad, condiciones genéticas, ambientales, ecologia y condiciones de
siembra. Algunos estudios reportan que contiene proteina (1.9 g/ 100 g), grasa
(0.1 g 100 g1), carbohidratos (12.3 g 100 g) y fibra (2.3 g 100 g1). Es rica en
vitamina C (14 g 100 g}), calcio (1.72 g 100 g1) y hierro (57 g 100 g!) (Da-Costa-
Rocha et al., 2014; Riaz & Chopra, 2018).

2.1.5. Compuestos bioactivos
Los principales constituyentes de la flor de jamaica en un contexto de importancia
terapéutica son los polisacaridos, acidos organicos y flavonoides, principalmente

antocianinas. Se sabe que los extractos de calices secos contienen componentes
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guimicos como acidos organicos (acido citrico, acido ascérbico, acido maleico,
acido hibisco, acido oxalico, acido tartarico) ademas, fitoesteroles, polifenoles,
antocianinas y otros antioxidante. Los &cidos organicos, junto con los
componentes bioactivos, tienen actividad captadora de radicales libres. El efecto
beneficioso para la salud se atribuye principalmente a estas moléculas bioactivas
(Peredo et al., 2020; Mohamed-Salem et al., 2019).

Morales-Cabrera et al. (2013), evaluaron el efecto de extractos etandlicos,
metandlicos y acuosos de siete variedades de jamaica contra Salmonella
typhimurium y S. choleraesuis; el resultado fue que los extractos etandlicos
tuvieron mayor efecto de inhibicién en comparacion con los extractos metandlicos
y acuosos, ademas de que la variedad ‘Alma blanca’ fue la que presenté mayor
efecto inhibitorio para el control de las dos especies de bacterias en comparacion

con las otras variedades de jamaica.

2.1.6. Acidos organicos

Los extractos de H. sabdariffa contienen altos porcentajes de acidos organicos,
a menudo se incluyen en la dieta humanay se han estudiado ampliamente debido
a sus propiedades bioactivas como antioxidantes, antitumorales vy
antimicrobianas (Carocho & Ferreira, 2013). Cada uno de estos acidos fendlicos
tiene una funcion especifica que le otorga propiedades de defensa o medicinales
a la planta. Por ejemplo, el acido protocatequico posee propiedades
antimicrobianas (Jalali et al. 2020). El acido clorogénico (CGA) es un compuesto
fendlico de la familia del acido hidroxicinamico. La estructura quimica del
compuesto consta de un fragmento de acido cafeico y un fragmento de acido
quinico; por lo tanto, también se conoce como acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA)
(Santana-Galvez, 2017). ElI CGA tiene varios efectos antimicrobianos, se
encuentra comanmente en materiales de plantas como manzanas, café, frijoles
y frutas de kiwi. Tiene actividades antiflogisticas, antioxidantes, antimutagénicas
y otras actividades bioldgicas (Wang et al., 2009). Por otro lado, el CGA no es
sensible a las bacterias probioticas, de este modo es apropiado para su uso en

la industria de los alimentos; también tienen un efecto antifingico contra Candida
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albicans al tener un impacto en la membrana celular de los hongos (Naveed
2018). El acido caféico, es un metabolito secundario de la via fenilpropanoide, se
clasifica como un &cido hidroxicinAmico que contiene grupos funcionales
fendlicos y acrilicos y sus derivados incluyen amidas, ésteres, ésteres de
azucares y glucosidos. Se ha reportado su potencial antimicrobiano y/o efectos
sinérgicos con antibioticos (Kepa 2018). El acido galico posee propiedades
antineoplasicas, bacteriostaticas, antimelanogénicas y antioxidantes, Lu et al.
(2010) mencionan que funciona para el tratamiento de tumores cerebrales. El
acido siringico (acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico) es un &cido
hidroxibenzoico (Muthukumaran et al. 2013), presenta propiedades Uutiles en el
sector biomédico como antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatorio,
anticancerigeno, antidiabético y de proteccion del corazon, higado y cerebro
(Kiran et al. 2014).

El 4cido para-hidroxibenzoico (PHBA), es un acido monohidroxibenzoico, un
derivado fendlico del acido benzoico; es un sdlido cristalino blanco que es
ligeramente soluble en agua y cloroformo pero mas soluble en disolventes
organicos polares como alcoholes y acetona, se sabe que se utiliza como base
para la preparacion de ésteres, conocidos como parabenosn(Raveena et al.
2017). El acido p-cumarico es un acido hiroxicinamico (Boz et al. 2015; Pei et al.
2016). Es un antioxidante relativamente potente y un eliminador de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres (Kilic et al. 2013). También muestra
actividad antimicrobiana al alterar las membranas celulares bacterianas (Lou et
al. 2012).

2.1.7. Cultivo de la flor de jamaica

Las condiciones generales Optimas de cultivo reportadas son en temperaturas
entre 25 y 38 °C, suelos franco-arenosos, pH 4.0-5.8 y fertilizacion 80-40-00 kg
ha, la variedad a elegir dependera del interés y el mercado que se tengan
disponibles, una semilla en buen estado es aquella que presenta un color café,
de forma arrifionada con un 85 % de germinacion, los sépalos alcanzan su

madurez de corte después que la flor se ha desprendido. (Meza, 2012).
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2.1.8. Extractos

El uso de etanol en las extracciones de compuestos naturales de plantas, permite
recuperar una mayor concentracion de compuestos quimicos con actividad
biologica, que las extracciones realizadas con agua (De LeoOn-Zapata et al.,
2016). En un estudio se evaluaron extractos acuosos y etanolicos, y se observé
gue los extractos etandlicos presentaron un mayor contenido de equivalentes de
acido galico en comparacion con los extractos acuosos (Yang, 2012).

Ramaiah & Garampalli (2015), probaron concentraciones de 600,000 mg / L
(60%) de extractos acuosos de Solanum indicum, Azadirachta indica y Oxalis
latifolia para inhibir Fusarium oxysporum en 78.3, 75y 70.3%, respectivamente.
En un estudio realizado por Reyes-Luengas et al. (2015), se observd que la
variedad Sudan tuvo un mayor contenido de acidos fendlicos totales, glucosilados
y esterificados, en cuanto al contenido de acidos fendlicos libres la variedad
Sudan y Alma blanca tuvieron el mismo contenido. Y en cuanto a los fenoles
extratables totales, antocianinas y proantocianidinas la mayor cantidad la

presento la variedad Sudan.

2.2. MORFOLOGIA DE RHIZOPUS STOLONIFER

2.2.1. Rhizopus stolonifer

Este hongo pertenece a la subdivision: Zygomicotina, clase Zygomycetes, orden:
Mucorales, género: Rhizopus y especie: Rhizopus stolonifer; sobrevive en los
suelos, los escombros de las huertas y empacadoras por largos periodos a
temperaturas medianamente elevadas, en precosecha la infeccion por este
patdgeno ocurre por picaduras de insectos o por alguna herida.

Una vez que las esporas entran en contacto con el tejido vegetal, empiezan a
germinar, produciendo un micelio que al mismo tiempo produce encimas
degradadoras como pectinasas y amilasas, enseguida se producen
esporgangioforos delgados y erectos que se encuentran unidos al sustrato por

un rizoide, estos a su vez dan origen a esporangios hemisféricos con pared
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celular delgada que contienen numerosas esporangiosporas negras (Baggio et
al., 2016).

A nivel mundial es una de las enfermedades mas destructivas del jitomate
durante el almacenamiento, causa una podredumbre blanda, acuosa y es de
rapido crecimiento (Ramos-Garcia et al., 2001). A menudo suele propagarse a
las frutas adyacentes, destruyendo todo en unos pocos dias. La infeccion de los
jitomates con esporas de R. stolonifer ocurre normalmente a través de heridas y
a una temperatura medianamente alta (20 + 2 °C), presentando sintomas
después de 24 a 48 h (Petrasch et al., 2019).

Se ha considerado que las hidrolasas primarias involucradas en el proceso de
ablandamiento de los jitomates son la poligalacturonasa (PG) y la
pectinmetilesterasa (PME); Se han asignado otras enzimas en el metabolismo de
la pared celular de la fruta, como la xilanasa, la glucosidasa y la celulasa. La PG
ataca hidroliticamente el acido poligalacturénico y la PME actia sobre los grupos
carboxilo esterificados del acido galacturénico liberando los grupos metoxilo que
son los principales responsables de disolver las laminillas medias de las paredes
celulares de los jitomates infectados (Baggio et al., 2016).

Algunas técnicas para reducir la infeccion de este hongo es mantener las areas
de trabajo desinfectadas incluyendo los materiales de trabajo, de igual forma se
debe prevenir desde la cosecha con adecuadas practicas de campo en las cuales
se incluyen la eliminacion de residuos de plantas donde se pueda albergar el
hongo (Bartz et al., 2001).

Durante poscosecha se pueden utilizar algunos fungicidas quimicos para
prevenir la contaminacién de R. stolonifer. Uno de los fungicidas que reduce
hasta 59% de la pudricién por Rhizopus es Iprodioine (Rovral), sin embargo, en
algunos paises su uso esta prohibido. El Dicloran es otro fungicida usado para el
control de este hongo, sin embargo, se desconoce el estado de toxicidad si se
llega a consumir. Por ello se ha incrementado el interés en métodos alternativos
para el control de patdégenos en los cuales se incluyen control bioldgico,
aplicacién de aceites esenciales y extractos de plantas, quitosano, y tratamientos
de calor y UV-C (Bautista-Bafios et al., 2014).
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RESUMEN

En la actualidad la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) ha sido objeto de
numerosos estudios que han proporcionado informacion sobre algunos
metabolitos para ser utilizados en la industria cosmética, medicinal y alimenticia.
En este estudio se evaluaron dos variedades de jamaica, una pigmentada
(‘Sudan’) y otra sin pigmento (‘Alma blanca’), con la finalidad de contribuir a la
quimiotaxonomia de las especies, asi como brindar conocimiento acerca de la
jamaica blanca para potencializar sus propiedades antioxidantes en la
agroindustria. Se determinaron los contenidos de los compuestos fendlicos,
flavonoides, antocianinas y proantocianidinas y se identificaron los principales
acidos fendlicos mediante HPLC-DAD y comparacion de los tiempos de retencion
con los de estandares comerciales y los espectros en UV. Se identificaron 11
acidos en el cromatograma, la jamaica de color blanco ‘Alma blanca’ presento el
mayor contenido de compuestos fendlicos totales y flavonoides, asi como dos
acidos no identificados en la variedad de color rojo, el &cido p-cumarico y acido
galico.

Palabras clave: Acidos organicos, fenoles, flavonoides, proantocianidinas,
extractos etandlicos.
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ABSTRACT

Currently, the hibiscus flower (Hibiscus sabdariffa L.) has been the subject of
numerous studies that have provided information on some metabolites to be used
in the cosmetic, medicinal and food industries. In this study, two varieties of
hibiscus were evaluated, one pigmented ('Sudan’) and the other without pigment
(‘Alma blanca’), with the aim of contributing to the chemotaxonomy of the species,
as well as providing knowledge about white hibiscus to enhance its antioxidant
properties in agroindustry. The content of phenolic compounds (phenolic acids,
phenols, flavonoids, anthocyanins and proanthocyanidins) was determined and
the main phenolic acids were identified by HPLC-DAD and comparison of
retention times with those of commercial standards and UV spectra. Eleven acids
were identified in the chromatogram, the white hibiscus 'Alma blanca' had the
highest content of total phenolic compounds and flavonoids, as well as two
unidentified acids in the red variety, p-coumaric acid and gallic acid.

Keywords: Organic acids; phenols; flavonoids; proanthocyanidins; ethanolic
extracts

3.3INTRODUCCION

La flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) es originaria de Africa (Ariza et al. 2017),
es una planta que pertenece a familia Malvaceae, sus calices son reconocidos
como un importante fuente de compuestos fenolicos (Camelo-Méndez et al.,
2016). Se ha utilizado en la medicina tradicional por sus efectos diuréticos,
coleréticos, febrifugos e hipertensores (Da-Costa et al 2014).

El origen geografico es una determinante para la calidad de la flor, la cual debe
ser suave, de color uniforme, libre de materia extrafa, con un nivel de humedad
por debajo del 12%, acidez del extracto y nUmero de extracciones que se realizan
a través de los calices (Mohamed et al 2012).

En México se cultiva una amplia variedad de genotipos nativos y mejorados de
jamaica; una de las variedades que ha sido poco estudiada por su falta de
pigmento es ‘Alma blanca’ por lo que presenta baja demanda comercial (Morales-
Cabrera, 2013).

Las variedades de H. sabdariffa presentan diferencias tanto morfolégicas como
guimicas; entre los principales compuestos que se han identificado, se
encuentran los acidos organicos, antocianinas, polisacéaridos y flavonoides; sin

embargo, en las Ultimas décadas, factores como genética, medio ambiente,
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ecologia y condiciones de cosecha, han alterado su concentracidon en estos
vegetales, tal es el caso del incremento en la concentracion del acido ascorbico
presente en la jamaica (Da-Costa et al 2014).

Los compuestos fenodlicos (acidos organicos, flavonoides, antocianinas y
proantocianidinas) representan uno de los grupos mas abundantes por sus
propiedades antioxidantes, entre otras. Este amplio grupo de metabolitos
vegetales juegan un papel importante ante diversos tipos de estrés abidtico y
bidtico (irradiacion ultravioleta, agresion por patégenos, parasitos y depredadores
de plantas (Rodriguez-Pérez et al, 2019).

En la actualidad la flor de jamaica ha sido objeto de numerosos estudios que han
proporcionado informacion sobre algunos metabolitos para ser utilizados en la
industria cosmética, medicinal y alimenticia (Abou-Arab et al., 2011). Los célices
de jamaica poseen una gran variedad de antocinaninas para el caso de las
variedades de jamaica roja (pigmentadas). Estos pigmentos son los responsables
del color rojo, mientras que el sabor astringente se debe a la presencia de
proantocianidinas. Entre las antocianinas identificadas que proporcionan el color
de los calices se encuentran la delphinidin-3-O-glucdsido, delphinidin-3-O-
sambubioside y cianidina-3-O-sambubiodsido) (Formagio et al., 2015). Otros
metabolitos presentes son las proantocianidinas y los acidos fendlicos,
principalmente el acido clorogénico y derivados del acido protocatequico, galico
y el acido caféico (Reyes-Luengas et al., 2015).

La estabilidad del color de las antocianinas depende de una combinacién de
varios factores que incluyen: estructura de las antocianinas, pH, temperatura,
concentracion de oxigeno, luz y agua, por lo tanto, la acidez de los sépalos
también puede contribuir a la variacion de color de estos pigmentos por cambios
estructurales de estos metabolitos presentes en algunos alimentos por las
interacciones con otros componentes alimenticios como el acido ascérbico,
azucares, iones metalicos, dioxido de azufre y copigmentos (Abou-Arab et al.,
2011).

Un aspecto importante que influye en la calidad de la jamaica es el perfil y

concentracion de componentes bioactivos, por lo que se debe poner atencién en
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la optimizacién de las condiciones de cultivo para conservar o mejorar sus
propiedades funcionales (Da-Costa et al. 2014); las condiciones generales
Optimas de cultivo reportadas son en temperaturas entre 25 y 38 °C, suelos
franco-arenosos, pH 4.0-5.8 y fertilizacién 80-40-00 kg ha* (Juliani et al., 2009).
Por lo anterior, surge la necesidad de realizar diversos estudios sobre el manejo
agronomico que permitan identificar los factores que favorecen la sintesis de los
metabolitos involucrados en la calidad de la jamaica para su aplicacion en la
industria alimenticia (Izquierdo-Vega et al., 2020).

Los flavonoides pertenecientes al grupo de los compuestos fendélicos son parte
de los metabolitos secundarios presentes en los vegetales, actualmente
identificados 4.000 metabolitos aproximadamente (Sharma y Janmeda, 2017).
Continuamente se identifican diferentes tipos de flavonoides en las plantas,
principalmente en verduras y frutas, éstos actian como moduladores metabdlicos
esenciales debido a su potencial para impactar en diferentes moléculas y vias
celulares. Se han categorizado en antocianidinas, flavonoles, flavonas,
isoflavonoides, chalconas y flavanonas (Arora & Itankar, 2018). Varios estudios
han asociado la actividad antioxidante y otras actividades biolégicas de las
plantas debido a la presencia de flavonoides (Alara, 2018).

Las proantocianidinas, también flavonoides de mayor peso molecular se
encuentran en las flores de jamaica, poseen propiedades antioxidantes naturales
ampliamente disponibles en vegetales, frutas, nueces, semillas, flores y corteza
de algunas plantas, ademas de tener actividades farmacoldgicas y terapéuticas
contra los radicales libres producto del metabolismo y del estrés oxidativo (Biao
et al. 2018, Rodriguez-Pérez et al., 2019).

Otros metabolitos de gran importancia son los acidos fendlicos, desempefian
papeles multifuncionales en las interacciones planta-microorganismo. También
se producen en las plantas a través de la ruta biosintética del acido shikimico por
la via fenilpropanoide (Rodriguez-Pérez et al., 2019); estos metabolitos suelen
producirse en respuesta a factores bioticos o abidticos, como mecanismos de
defensa; estos mecanismos inducidos se expresan en el sitio de ataque

(respuesta hipersensible), asi como a distancia (sefialados por salicilato de
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metilo) del sitio de la infeccion primaria para proteger a la planta de la
propagacion de infeccion y futuros ataques. La resistencia inducida esté regulada
por una red de vias de transduccion de sefales interconectadas en donde los
acidos fendlicos son moléculas de sefializacion clave. Los acidos fendélicos son
relativamente estables, se transforman en el suelo porque algunos
microorganismos tienen la capacidad de utilizarlos como fuentes de carbono
(Mandal et al. 2010).

Los disolventes que se utilizan comunmente para la extraccion de los metabolitos
de la jamaica son agua destilada, etanol, metanol, éter de petrdleo y acetato de
etilo. De Ledn-Zapata et al. (2016), mencionan que el uso de etanol en las
extracciones de compuestos de plantas permite recuperar una mayor
concentracion de compuestos quimicos de naturaleza polar con actividad
biolégica en comparacion con las extracciones realizadas con agua y con
disolventes de menor polaridad. Sin embargo, los estudios acerca de la
identificacion de los acidos fendlicos son limitadas y se ha enfocado
principalmente en célices de jamaica de color rojo, por lo que no hay suficientes
estudios en calices de color blanco (Ramirez-Rodriguez et al., 2011). Por lo
anterior, el objetivo fue identificar y cuantificar por HPLC los compuestos
fendlicos de los extractos etandlicos de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) de dos
variedades ‘Alma blanca’ (color blanca) y ‘Sudan’ (color roja), con la finalidad de
contribuir a la quimiotaxonomia de las especies, asi como brindar conocimiento
acerca de la jamaica blanca para potencializar sus propiedades antioxidantes en

la agroindustria.

3.4AMATERIALES Y METODOS

Material bioldgico. Los célices de flor de jamaica utilizados para la preparacion
de los extractos fueron la variedad roja ‘Sudan’y la variedad blanca ‘Alma blanca’,
proporcionadas por el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas

y Pecuarias (INIFAP) ubicada en los altos de Jalisco, México.
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Disefio experimental y andlisis estadistico. Todas las determinaciones se
realizaron con un disefio completamente al azar de dos variedades de H.
sabdariffa con cuatro repeticiones. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) y
la prueba de Tukey (p <0.05) para determinar diferencias estadisticamente
significativas entre las variables estudiadas, mediante el programa SAS System

version 9.0.

Preparacion de los extractos etandlicos. Los célices de jamaica se secaron a
40°C durante 12 h, después se colocaron 2 g de calices secos y molidos de cada
variedad en un matraz Erlenmeyery 20 ml de etanol al 96%, se sonicaron durante
20 min y se dejaron reposar durante 24 h a temperatura ambiente, enseguida se
centrifugaron durante 10 min a 4000 rpm, el sobrenadante se separ6 mediante
filtracion con papel filtro whatman #1 y se midio el volumen final. En los extractos
obtenidos se evaluaron los compuestos fendlicos solubles totales, antocianinas
totales, proantocianidinas, flavonoides y acidos fendlicos fraccionados (Reyes-
Luengas et al. 2015).

Cuantificacion de compuestos fendlicos totales. Para cuantificar los
compuestos fendlicos solubles totales (FST) se us6 el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). A 100 uL del extracto etandlico se adicionaron 125 ulL de
reactivo de Folin-Ciocalteu 1N, se agitd y se dej6 reaccionar 6 min en oscuridad.
La reaccion se neutralizé con 1250 uL de Na2COs al 19 % y se aforé a 3 mL con
agua destilada. La muestra se agité y quedé en oscuridad 90 min. La absorbancia
se midid en un espectrofotometro Lamda 25 UV/Vis (PerkinElmer, USA) a 760
nm. Los resultados obtenidos se compararon con una curva estandar de acido
galico (20 a 100 mg-L?), los resultados se expresaron en mg equivalentes de
acido galico por g de Materia Seca (mg EAG g* MS).

Cuantificacion de flavonoides. A 8.5 mL de etanol al 20 % (v/v) se le
adicionaron 850 uL del extracto de jamaica y 375 pL de NaNOg, la solucién se

agitd en vortex y se dejo reaccionar durante 5 min. Se adicionaron 375 pL de
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AICls se agitd y se dejoé en reposo durante 5 min. Se adicionaron 2.5 mL de NaOH,
se agitd y se dej6 reposar durante 10 min. Se centrifugo por 10 min a 4000rpm.
Las muestras se leyeron a 506 nm en espectrofotometro Lamda 25 UV/Vis
(PerkinElmer, USA). Los resultados se expresaron en mg equivalentes de acido
gélico por g de MS (mg EAG g* MS).

Cuantificacion de proantocianidinas. Se cuantificaron con el método de
Wallace y Giusti (2010). Se preparé una solucion DMAC (4-Dimetilamino
cinamaldehido) a 2% en una mezcla 1:1 (v/v) de metanol y acido sulftrico 6N. Se
tomd un alicuota de 20 uL de la muestra y se hizo reaccionar con 2380 uL de
metanol y 100 uL de la solucibn de DMAC. Se dej6é reposar por 25 min a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad y se tomé el valor de
absorbancia a 640 nm en un espectrofotometro indicar modelo (marca y pais de
origen). Se obtuvo la ecuacion de la recta a partir de una curva patron de
catequina. Los resultados se expresaron en mg equivalentes de catequina por g
de MS (mg EC g MS).

Cuantificacion de antocianinas totales. Las antocianinas totales se
determinaron al medir la absorbancia de los extractos acuosos en un
espectrofotometro Lamda 25 UV/Vis (PerkinElmer, USA) de acuerdo con lo
descrito por Abdel-Aal y Hucl (1999) y modificado por Salinas-Moreno et al.
(2005). Se realizé una curva patron de cianidina 3-glucésido y los resultados se
expresaron en mg equivalentes de cianidina-3-glucosido por g de MS (mg C3GE
gl MS).

Preparaciéon de la fraccion de acidos fendlicos libres. La extraccion de los
acidos fendlicos fraccionados libres, glucosilados y esterificados se realiz6 de
acuerdo con el método de Bakan et al. (2003). Para la extraccion de los acidos
fendlicos libres, se tomaron 20 mL del extracto etandlico, el cual se ajusté a pH =
2 con HCI 6N, después se realizaron dos extracciones mediante una particion
liquido-liquido con 20 mL de acetato de etilo, la fase organica recuperada, se
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concentrd a sequedad en un rotavapor (Heidolph instruments, mod. Laborata
4010 digital, Germany), finalmente el residuo se re-suspendio en 2 mL de metanol
grado HPLC. Las muestras se mantuvieron en frascos ambar a 20 °C hasta su

analisis.

Preparaciéon de la fraccion de los acidos fendlicos glucosilados. La fase
acuosa restante se aforé a 20 mL con agua destilada y se fraccion6 en dos partes
iguales. La primera se desting para la cuantificacion en la fraccion de los acidos
fendlicos glucosilados, para lo cual se le adicionaron 10 ml de HCL 2 N dejandolo
reaccionar por 1 h, la segunda parte, se empled para la cuantificacion en la
fraccion de los acidos fendlicos esterificados (Bakan et al., 2003).

Preparacién de lafraccion delos acidos fendlicos esterificados. A la fraccién
de los acidos fendlicos esterificados se le adicionaron 10 mL de NaOH 2N,
dejando reaccionar por 3 h en obscuridad. Transcurrido el tiempo de las dos
reacciones (fracciones de acidos glucosilados y esterificados) se ajustaron a pH
2. Posteriormente, se les realizdé una extraccion liquido-liqguido con acetato de
etilo, recuperando la fase orgéanica, la cual se concentr6 a sequedad en un
rotavapor y finalmente se re-suspendié en 2 mL de metanol HPLC (Bakan et al.,
2003).

Cuantificacion de los acidos fendlicos en las fracciones. Se cuantificaron los
compuestos fenolicos solubles totales de cada fraccion mediante el método de
Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999)) previamente descrito. Las absorbancias
se leyeron en el espectrofotometro Lambda 25 UV/Vis (PerkinElmer, USA) a 760

nm. Los resultados se expresaron en mg g de acido galico por g de MS.

Identificacidén y cuantificacion de los acidos fendélicos por HPLC-DAD. Se
identificaron los acidos fendlicos presentes en las tres fracciones (libres,
glucosilados y esterificados) mediante HPLC serie 200 (Perkin Elmer, USA) con

bomba cuaternaria, degasificador, detector de UV/Vis con arreglo de diodos y
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automuestreador. La columna que se empled es Hypersil ODS.1 (250 x 46 nm)
con tamafo de particula de 5 um. El método que se utilizo es el descrito por
Glowniak et al. (1996), en el cual se emple6 como fase movil una mezcla de
metanol: acido acético: agua (25:1:75 v/v/v) a un flujo de 1 mL-min, con tiempo
de corrida de 22 min, inyectando 10 uL de muestra. La identificacion de los acidos
fendlicos en los extractos de jamaica se realizé mediante la comparacion de los
tiempos de retencion con los de estandares comerciales y de los espectros en
UV que se obtuvieron mediante el detector de arreglo de diodos. Se prepararon
curvas patron de los acidos: caféico, clorogénico, ferulico, galico, protocatecuico,
p- cumaérico, p-hidroxibenzoico, singpico y siringico para la cuantificacion.
Mediante las regresiones obtenidas entre los valores de area bajo la curva de
cada uno de los picos de los estandares y su correspondiente concentracion se
usaron para calcular el contenido de los diferentes acidos.

3.5RESULTADOS Y DISCUSION

Compuestos fendlicos totales, flavonoides y proantocianidinas

El contenido de compuestos fendlicos solubles totales (FST) fue
estadisticamente diferente (p < 0.05) entre las variedades analizadas. ElI mayor
contenido correspondio a ‘Alma Blanca’ seguido por ‘Sudan’ (Cuadro 1). Estos
resultados coinciden con lo reportado por Yang (2012) en los extractos etanélicos
en la variedad ‘Sudan’ (7.05 mg EAG g MS). Sin embargo, Borras-Linares et al.
(2015) obtuvieron un mayor contenido en la variedad blanca (81 mg EAG g* MS)
que en la variedad ‘Sudan’ de color rojo (43 mg EAG g* MS). Asi mismo los
reportados en los extractos acuosos en las mismas variedades por Reyes-
Luengas et al. (2015) (36.5 mg EAG g MS) superaron lo reportado en el presente
estudio. Lo anterior reafirma su utilidad como alimento funcional ya que una de
las caracteristicas que le da esta categoria son los acidos fendlicos por sus
efectos benéficos en salud (Mohamed et al., 2012). La variedad ‘Alma blanca’
presento también el mayor contenido de flavonoides (Cuadro 1). Este resultado
coincide con lo obtenido por Borras-Linares et al. (2015) quienes al evaluar una

variedad blanca y la variedad ‘Sudan’ de color rojo, los autores observaron un
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mayor contenido de flavonoides (12.72 mg EQ g* MS) en la variedad blanca. En
otro estudio se reporta mayor contenido de estos metabolitos (17.16 mg EQ g*
MS) en los extractos acuosos de jamaica roja de Brasil (Maciel et al. 2018) con
respecto a este estudio.

El contenido de antocianinas totales en la variedad ‘Sudan’ fue mayor que el
obtenido por Yang (2012) con 0.12 mg cianidina 3 glucésido g* MS. Las
proantocianidinas fueron los metabolitos menos abundantes en los extractos
analizados durante el presente estudio, el mayor contenido se observo en la
variedad Sudan (p < 0.05) con respecto a “Alma blanca”. Reyes-Luengas et al.,
2015 reportaron contenidos superiores en los extractos acuosos de
proantocianidinas en la variedad ‘Sudan’ (1.04 mg EC g* MS), asi como en la
variedad ‘Alma blanca’ (0.24 mg EC g* MS) en comparacién a los observados en
el presente estudio. Las diferencias encontradas en diversos estudios se podrian
explicar a variaciones genéticas, edafoclimaticas, disolvente empelado en la

extraccion y metodologias de analisis (Da-Costa et al 2014).

Cuadro 1. Contenido de polifenoles en célices secos de dos variedades de
jamaica Hibiscus sabdariffa L.

Metabolitos ‘Sudan’ ‘Alma blanca’” DHS
Fenoles solubles totales’ 7.26 £0.09b 9.48 £ 0.07 a 0.147
Flavonoidess 3.03+£0.07b 3.72+0.06 a 0.108
Proantocianidinas 8 0.56 £+ 0.03 a 0.44+0.02b 0.039
Antocianinas* 1.99+0.08 a ND 0.0

Valores por fila, con diferente letra, son estadisticamente diferentes (Tukey, o= 0.05). DHS:
diferencia honesta significativa. 'Tmg EAG g MS; 8mg EC g MS, *mg C3GE g* MS. ND = no

detectado.

El contenido de polifenoles en los calices de ambas variedades es un indicador
de que la jamaica es un buen alimento funcional, ya que los valores obtenidos
coinciden con alimentos cuyo valor nutracéutico tiene suficiente evidencia
cientifica como el café donde se registraron valores de 11.4 mg EAG g MS en

cuanto a fenoles solubles totales y 2.50 mg EQ g* MS para flavonoides (Mussatto
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et al. 2011); asi como con el arandano con valores de 2.96 mg C3GE g MS para

antocianinas (Latti, 2011).

Contenido de acidos fendlicos libres

La variedad ‘Sudan’ present6 el mayor contenido de acidos fendlicos libres y la
variedad ‘Alma blanca’ presentd el mayor contenido en acidos fendlicos
glucosilados y esterificados (Figura 1). Las variedades analizadas presentaron
diferencias (p <0.05) del contenido de acidos fendlicos libres (AFL), con los
mayores contenidos en la variedad ‘Sudan’; pero el mayor contenido de acidos
fendlicos glucosilados (AFG) y esterificados (AFE) correspondio a la variedad
‘Alma Blanca’ (Cuadro 2). Los resultados obtenidos en esta investigacion difieren
con lo encontrado por Reyes-Luengas et al. (2015) donde los mayores
contenidos de las tres fracciones de acidos fendlicos (AFL, AFG, AFE) se
obtuvieron en la variedad ‘Sudan’ (color rojo) (5.7, 3.2y 2.8 mg EAG g*! MS);
pero la variedad ‘Alma blanca’ (color blanco) presentdé un mayor contenido de
AFL y AFG (5.6 y 1.5 mg EAG g* MS) en comparacién con la variedad Criolla
Nayarit (color rojo) (3.5y 1.2 mg EAG g MS).
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Figura 1. Contenido de acidos fendlicos fraccionados libres, glucosilados y esterificados en
extractos de dos variedades de jamaica. DSH: diferencia significativa honesta. Barras del mismo
grupo con letras desiguales son estadisticamente diferentes (Tukey, p < 0.05).

La presencia de estos metabolitos se recomienda incluirlos en la dieta debido a
sus propiedades bioactivas como antioxidantes, antitumorales y antimicrobianas
(Carocho & Ferreira, 2013). Entre los principales acidos reportados en la flor de
jamaica se enceutran el acido clorogénico, acido caféico, acido galico, acido
protocatéquico y acido siringico, por mencionar algunos (Reyes-Luengas et al.,
2015). Estos metabolitos estdn involucrados en el mecanismo de defensa
vegetal, debido a que algunos justifican sus propiedades bactericidas y fungicidas
(Morales-Cabrera et al., 2013; Rodriguez-Pérez et al., 2019).

La presencia de 12 sefiales del cromatograma de la fraccion de acidos fendlicos
libres (AFL) de los extractos de la variedad ‘Sudan’ y ‘Alma blanca’, se presentan
en la Figura 2. La identidad de cada pico se identificO mediante los tiempos de
retencion y la comparacion de los espectros UV de los estandares comerciales

(Figura 2). Los compuestos que se identificaron en la fraccién de AFL fueron el
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acido clorogénico y sus isomeros | (&cido 3-cafeoil quinico) y Il (acido 4-cafeoil
quinico), seguido de los derivados del acido protocatéquico y derivados del &cido
siringico. Es importante sefialar que la variedad ‘Alma blanca’ de calices blancos
presentd un mayor contenido de acido clorogénico (Cuadro 2).

El contenido de &cido clorogénico y sus isoémeros, derivados del p-
hidroxibenzéico, acido caféico, derivado del protocatéquico, fueron menores en
comparacion con lo obtenido por Reyes-Luengas (2015) quien obtuvo un mayor
contenido de estos compuestos en los extractos acuosos de ‘Alma blanca’. En el
presente estudio, se identificaron otros compuestos como el acido galico y sus
derivados, asi como derivados del acido caféico y derivado del acido p-cumarico,
ausentes en la variedad Sudan de calices rojos. Los acidos fendlicos identificados
mediante HPLC-MS y HPLC-DAD en otros estudios reportaron la presencia de
acido clorogénico y sus isdbmeros (acido 5-cafeoil quinico y acido 4-cafeoil
quinico) en los extractos etanolicos (Rodriguez-Medina et al., 2009); Ramirez-
Rodriguez et al., 2011; Reyes-Luengas et al., 2015).

En la fraccion de AFG (Figura 3) también predominaron el acido clorogénico,
mayor en ‘Sudan’ y sus isomeros del clorogénico, con un contenido mayor en
‘Alma blanca’, sin embargo, no se presento el &cido protocatéquico en la variedad
de calices blancos.

En la fraccion de AFE (Figura 4), ‘Alma blanca’ presentd derivados del
protocatéquico, acido caféico, derivados del siringico, derivado del p-
hidroxibenzoico y derivados de p-cumarico. En la variedad ‘Sudan’ se
presentaron los mismos compuestos en la fraccion de AFE y en la fraccion de

AFG, por lo que no hubo una separacion adecuada durante la hidrdlisis.
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Figura 2. Perfil cromatografico de los acidos fendlicos libres del extracto etandlico de los calices de las
variedades de jamaica Alma blanca (A) y Sudan (B). La identidad de los picos es: 1) acido galico; 2) no
identificado; 3) derivado acido galico; 4) derivado del clorogénico; 5) derivado del protocatéquico; 6)
derivado del clorogénico (isémero Il); 7) acido clorogénico; 8) acido caféico; 9) derivado del siringico; 10)
derivado del p-cumarico; 11) derivado del caféico; 12) derivado del p-hidroxibenzoéico.
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4) derivado del clorogénico (isémero [); 5) derivado del protocatéquico; 6) derivado del clorogénico
(isémero 11); 7) acido clorogénico; 12) derivado del p-hidroxibenzdico.
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Figura 4. Perfil cromatografico de los acidos fendlicos esterificados del extracto etanolico de los célices
de las variedades de jamaica Alma blanca (A) y Sudan (B). La identidad de los picos es: 2) no identificado;
4) derivado del clorogénico (isémero [); 5) derivado del protocatéquico; 6) derivado del clorogénico
(isémero II); 7) acido clorogénico; 8) acido caféico; 9) derivado del siringico; 12) derivado del p-
hidroxibenzoico; 13) acido p-cumarico.
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Cuadro 2. Acidos fenolicos identificados en las fracciones libres, glucosiladas y esterificadas de los extractos etandlicos
de célices de dos variedades de jamaica (ug g* MS).

Acidos D-Ptr  Clg-I Clg-ll  Clg DCaf Caf DGal Gal DSrg Dp-H p-C Total
fenélicos (ng g%)
Libres

‘Alma 83.14 370.44 333.47 462.00 14.83 5590 5454 3.20 125.21 56.20 27.14 1586.07

blanca’

‘Sudan’ 306.89 620.70 474.55 395.04 - 66.86 242.99 - 186.65 64.80 - 2358.48
Glucosilados

‘Alma - 156.46 147.66 179.44 - - - - - 44.68 - 528.24

blanca’

‘Sudan’ 16.37 250.79 138.52 139.97 - - - - - 44.69 - 590.34
Esterificados

‘Alma 28.32 - - - - 96.13 - - 326.09 49.18 17.03 516.75

blanca’

‘Sudan’ 16.37 250.79 138.52 139.97 - - - - - 44.69 - 590.34

D-Ptr. Derivado del protocatéquico; Clg-I: isébmero de clorogénico I; Clg-II: isobmero de clorogénico II; Clg: acido
clorogénico; DCaf: derivado del caféico; Caf: acido caféico; DGal: Derivado del galico; Gal: acido galico; DSrg: derivado del
siringico; Dp-H: Derivado del p-hidroxibenzoico; p-C: derivado de p-cumarico.
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Cuadro 3. Acidos fendlicos presentes en las variedades ‘Alma blanca’ y ‘Sudan’ en sus

fracciones libres, glucosilados y esterificados.

Estructura Nombre trivial NOmero Nombre Tiempo de Variedad
sistematico retencién (min)
OOH Acido galico 1 Acido 3,4,5- 1.77 ‘Alma blanca’
/;5\ trihidroxibenzéico
HO OH
OH
HQ oM Acido 4 Acido 3-0- 32-33 ‘Sudan’
o @Oiﬂq clorogénico Cafeoilquinico ‘Alma blanca’
oH on (isémero 1)
oH
OOH Acido 5 Acido 3,4- 4-4.3 ‘Sudan’
/;5 protocatequico dihidroxibenzéico ‘Alma blanca’
HO
OH
N OH g Acido 6 Acido 4-O- 49-52 ‘Sudan’
}E(O/L/AQ\ clorogénico Cafeoilquinico ‘Alma blanca’
I on (isémero 11)
I Acido 7 Acido 5-O- 5.6-5.9 ‘Sudan’
HOO:O?(E(OL\@ clorogénico Cafeoilquinico ‘Alma blanca’
oH
Hooc\ Acido caféico 8 Acido 3,4- 7.3-7.8 ‘Sudan’
oH dihidroxicinamico ‘Alma blanca’
OH
OOH Acido siringico 9 Acido  4-hidroxi- 8.31 ‘Alma blanca’
3,5-
H3C OCHg dimetoxibenzéico
OH
”ODCV/\Q\ Acido p- 10 Acido 4- 13.8 ‘Alma blanca’
on cumarico hidroxicindmico
Acido p- 12 Acido 4- 1.8-2.7 ‘Sudan’
hidroxibenzoico hidroxibenzdico ‘Alma blanca’
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El 4cido protocatéquico es un agente antimicrobiano de amplio espectro, con
actividad contra organismos resistentes a algunos farmacos de potente
penetracion cutanea y biodisponibilidad dérmica cuando se aplica topicamente;
como antibacteriano, mejoran la generacion de especies reactivas de oxigeno en
bacterias e influyen en la integridad de la membrana celular bacteriana, lo que
provoca la inhibicion y la fuga del contenido intracelular (Jalali et al. 2020). El
acido clorogénico se ha usado como conservador y aditivo en algunos alimentos
por sus efectos bactericidas contra Stenotrophomonas maltophilia resistente a
trimetoprima/sulfametoxazol, Klebsiella pneumoniae, Helicobacter pylori,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus, asi como
actividad fungicida contra Candida albicans por sus efectos en la membrana
celular de los hongos (Naveed 2018). El acido caféico, presente en las infusiones
de café, en el aceite de argan, avena, trigo, arroz y aceite de oliva; tiene efectos
sinérgicos con antibidticos contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes y Candida albicans (Kepa 2018).

El acido galico posee propiedades antineoplasicas, bacteriostaticas,
antimelanogénicas y antioxidantes; se ha demostrado que tiene actividad
antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Campylobacter jejuni (Sarjit 2015); ademas, Verma et al., (2013)
sefialaron se ha usado en algunos tratamientos de tumores cerebrales, debido a
su capacidad para suprimir la viabilidad celular, la proliferacién, la invasién y la
angiogénesis en células de glioma humano. El acido siringico se encuentra en
vegetales como aceitunas, uvas, acai, por mencionar algunos y funciona como
antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatorio, anticancerigeno, antidiabético y de
proteccion del corazon, higado y cerebro (Kiran et al. 2014). El acido para-
hidroxibenzoico, también conocido como acido p-hidroxibenzoico o acido 4
hidroxibenzoico, se utiliza en la preparacion de ésteres, conocidos como
parabenos, usados como agentes conservantes antimicrobianos en alimentos,
bebidas, medicamentos y cosmética, debido a su amplio espectro antimicrobiano

(Izquierdo-Vega et al., 2020). Finalmente, el &cido p-cumarico presente en frutas,
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verduras y cereales (Boz et al. 2015; Pei et al. 2016), es un antioxidante
relativamente potente (Kilic et al. 2013) con actividad antimicrobiana al alterar las
membranas celulares bacterianas (Lou et al. 2012), inhibe la proliferacion de las
células cancerosas y promueve la muerte de las células cancerosas por
apoptosis, lo que respalda sus posibles efectos anticancerigenos (Janicke et al.
2011; Roy et al. 2016)

3.6 CONCLUSIONES

La variedad ‘Sudan’ presenté el mayor contenido de acidos fendlicos libres (15.62
mg de EAG g*! MS) y la variedad ‘Alma blanca’ present6 el mayor contenido en
acidos fendlicos glucosilados (7.00 mg de EAG g* MS) y esterificados (4.83 mg
de EAG g MS), lo anterior reafirma su utilidad como alimento funcional ya que
una de las caracteristicas que le da esta categoria son los acidos fendlicos por
sus efectos benéficos en salud. La jamaica variedad ‘Alma blanca’ de calices de
color blanco, subutilizada, por la falta de pigmento no se ha aprovechado
comercialmente, sin embargo, presentd mayor contenido de compuestos
fendlicos totales y flavonoides que la variedad pigmentada, ademas se observo
gue en la jamaica blanca se presentaron &cidos fendlicos similares a los
encontrados en la variedad pigmentada, asi como dos acidos no identificados en

la variedad de color rojo, el acido p-cumarico y acido galico.
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CAPITULO IV

EXTRACTOS DE JAMAICA (Hibispus sabdariffa) ‘SUDAN’ Y ‘ALMA
BLANCA'’ EN LA INHIBICION DE Rhizopus stolonifer

EXTRACTS OF JAMAICA (Hibiscus sabdariffa) ‘SUDAN’ Y ‘ALMA BLANCA'’
IN THE INHIBITION OF Rhizopus stolonifera

Carolina Maria Flores Trejo?!, Maria Teresa Martinez Damian'*, Maria del
Rosario Garcia Mateos?, Salvador Valle Guadarrama?, Yolanda Salinas
Moreno?, Efrén Cintora Portuguez?!

Departamento de Fitotecnia, Universidad Autbnoma Chapingo, Km 38.5 Carretera
México-Texcoco, Chapingo C.P. 56230, México. 2Departamento de Ingenieria
Agroindustrial, Universidad Auténoma Chapingo, Km 38.5 Carretera México-
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TepatitlAn-Lagos de Moreno km 8, Rancho Las Cruces, Tepatitlan de Morelos 47600,
Jalisco, México.

RESUMEN. Hibiscus sabdariffa L. posee actividad fungistatica en Rhizopus
stolonifer, el cual afecta productos hortofruticolas en poscosecha de mayor
importancia econémica. Se evalu6 la actividad inhibitoria de extractos etandlicos
de jamaica ‘Sudan” y ‘Alma blanca’ contra R. stolonifer in vitro. Se realiz6 el
aislamiento del hongo y la identificacion de la cepa en un disefio con arreglo
factorial, con dos concentraciones de esporas (1x108 y 1x10° esporas-mLt), dos
variedades de jamaica, cinco dosis del extracto etandlico (4.5, 5.0, 5.5, 6.0y 6.5
%), tres repeticiones por cada extracto. Se observd que ambas variedades
lograron inhibir entre 43.83 y 60.42 % a las 96 horas de desarrollo del hongo, por
lo que podrian usarse como fungistaticos potenciales en el control de Rhizopus
stolonifer.

Palabras clave: actividad fungistatica, poscosecha, esporas, hongo,

concentracion minima inhibitoria.

ABSTRACT. Hibiscus sabdariffa L. has fungistatic activity in Rhizopus stolonifer,
which affects postharvest horticultural products of greater economic importance.
The inhibitory activity of ethanolic extracts of hibiscus 'Sudan' and 'Alma blanca’
against R. stolonifer was evaluated in vitro. The isolation of the fungus and the
identification of the strain were carried out in a design with factorial arrangement,
with two concentrations of spores (1x108 y 1x108 spores-mL™), two varieties of
hibiscus, five doses of the ethanolic extract (4.5, 5.0, 5.5, 6.0 and 6.5%), three
repetitions for each extract. It was observed that both varieties managed to inhibit
between 43.83 and 60.42% at 96 hours of development of the fungus, so they
could be used as potential fungistatics in the control of Rhizopus stolonifer.

Key words: fungistatic activity, postharvest, spores, fungus, minimum inhibitory
concentration.
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4.3INTRODUCCION

La jamaica Hibiscus sabdariffa L. es un arbusto anual tropical comunmente
cultivado en Africa, sudeste asiaticoy América del Sur (Kamal 2019). En México
el consumo de jamaica es de 1,600 t al afio, la produccion nacional del 50 % vy el
resto se importa a paises como China y Sudan (Fundacién Produce de Guerrero
2012).

La variedad Sudan de calices rojos es una de las que mas se distribuye y
comercializa en el mercado; se caracteriza por sus calices grandes y de color
rojo, tiene un mayor contenido de lipidos, proteinas y carbohidratos, asi como de
compuestos fendlicos, taninos, antocianinas y acidos fenélicos, en comparaciéon
con la jamaica blanca (Ariza et al. 2017, Serrano et al. 2011).

La variedad de calices blancos, Alma Blanca, es una mutacion natural de la
variedad criolla regional, la caracteristica distintiva de esta variedad son sus tallos
y hojas de color verde, con calices de la flor de color amarillo claro hasta la
madurez fisiologica, pero que al estar secos toman un color café; la jamaica
blanca es menos comercial que las variedades de color rojo como ‘Sudan’, debido
a sus propiedades organolépticas, con una produccién promedio de 570 kg-hat
de célices secos, sin embargo, tiene mayor contenido de fibra, ceniza y
aminodacidos (Ariza et al. 2017) y de acuerdo a algunos estudios, esta variedad
posee un mayor efecto antimicrobiano (Morales-Cabrera et al. 2013). Aunque, el
ambiente de produccion puede influir en la concentracion de los compuestos
fendlicos presentes en los calices (Salinas-Moreno et al. 2012).

Los calices de jamaica se consumen en areas indigenas como ingredientes
comestibles o alimentos funcionales por su alto contenido en acidos fendlicos
(Shen et al. 2016). Un ejemplo de estos compuestos, es el acido clorogénico, el
cual se encuentra en mayor concentracion en los extractos de jamaica segun
sefala Li (2014), quien reporta el efecto antimicrobiano contra Staphylococcus
aureus, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. Las plantas sintetizan
compuestos de manera natural como respuesta a una infecciébn microbiana

llamados flavonoides; se ha encontrado in vitro que los compuestos polifenélicos
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y/o los aceites volatiles también inhiben el desarrollo de una amplia gama de
microorganismos (Al-Hashimi 2012).

Una forma eficiente y sencilla para la extraccion de estos compuestos, es la
utilizacién de disolventes organicos, sin embargo, se considera costosa y se
requieren grandes cantidades de disolventes que pueden ser perjudiciales para
la salud humana debido a las trazas que pueden quedar en el extracto (Xavier et
al. 2015). El uso de disolventes como, etanol, metanol, acetona, en diferentes
mezclas con agua son algunas de las opciones para la extraccién de compuestos,
sin embargo, se requieren de diferentes pruebas para saber con qué disolvente
se logra la mayor extraccion de compuestos o la extraccion de los compuestos
de interés, lo anterior depende de la composicién quimica del compuesto, de la
cantidad y posicion de los grupos hidroxilo, del tamafio de molécula, ademas de
los factores del disolvente como son temperatura, tiempo de extraccion, relacion
masa-solvente, entre otros (Amyrgialaki et al. 2014, Capriotti et al. 2014). En un
estudio se evaluaron extractos de jamaica roja y blanca para inhibir el crecimiento
de Salmonella sp. Morales-Cabrera et al. (2013), probaron diferentes disolventes
como, etanol, metanol, agua caliente y agua a temperatura ambiente para realizar
extractos de jamaica, como resultado observaron que el etanol extrajo un mayor
namero de compuestos fendlicos, ya que se obtuvo un diametro de inhibicién
mayor en comparacion con los otros disolventes.

Existen algunos factores que pueden afectar el contenido de los &cidos fendlicos,
desde las condiciones del suelo, momento de cosecha, fertilizacion, entre otros
(Morales-Cabrera et al. 2013). El uso de etanol en las extracciones de
compuestos naturales de plantas, permite recuperar una mayor concentracion de
compuestos quimicos con actividad bioldgica, que las extracciones realizadas
con agua (De Ledn-Zapata et al. 2016). Morales-Luna et al. (2019) mencionan
que el extracto acuoso de jamaica blanca ‘Alma Blanca’ es rico en acidos
fendlicos, mientras que el extracto metandélico mostré un alto contenido de acidos
fendlicos y flavonoides no antocianicos. Por otro lado Garbi (2016), encontré que
el extracto etandlico de cdalices de H. sabdariffa contiene metabolitos con
actividad antimicrobiana, que inhiben Escherichia coli O157:H7; sin embargo, se

desconoce si posee capacidad fungistatica, para inhibir el desarrollo de Rhizopus
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stolonifer, uno de los hongos fitopatdégenos en poscosecha de mayor importancia
econdémica debido a su tasa de crecimiento extremadamente rapida y que es
capaz de propagarse a través de heridas en los frutos, provocando pérdidas
econdémicas de aproximadamente 24% en poscosecha (Bautista-Bafios et al.,
2008; Bautista-Baros et al., 2014).

La infeccién por podredumbre ocasionada por Rhizopus generalmente ocurre en
las frutas con heridas producidas durante la cosecha, almacenamiento o
embalaje, el control de este hongo es muy dificil ya que las esporas se
encuentran en la atmdésfera y se propagan rapidamente de la fruta infectada a la
fruta adyacente cuando la temperatura es superior a 5 °C (Yang & Jiang 2015).
Este tipo de infeccion es frecuente en frutos de jitomate y ocurre a una
temperatura medianamente alta (20 + 2 °C), presentando sintomas después de
24 a 48 h; las enzimas involucradas en el proceso de ablandamiento de la
epidermis del fruto durante la infeccion producida por el hongo son la
poligalacturonasa y la pectinmetilesterasa, las cuales son responsables de
disolver las laminillas medias de las paredes celulares de los jitomates infectados
(Jayani et al. 2005).

En poscosecha de frutos se pueden utilizar algunos fungicidas quimicos para
prevenir la infeccién por R. stolonifer, como el Iprodione (Rovral), que reduce
hasta 59 % la pudricidon por Rhizopus. Sin embargo, en algunos paises su uso
esta prohibido por dafios a la salud. El Dicloran es otro fungicida usado para el
control de este hongo, no obstante, se desconoce el estado de toxicidad si se
llega a consumir (Bautista-Bafnos et al. 2014). Una alternativa para disminuir el
uso de fungicidas quimicos son los fungicidas organicos, por lo cual los extractos
de jamaica podrian ser utilizados para disminuir el desarrollo de R. stolonifer
durante poscosecha.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad fungistatica de extractos
etandlicos de jamaica, ‘Sudan” y ‘Alma blanca’ en el desarrollo de Rhizopus

stolonifer.
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4.4AMATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Rhizopus stolonifer. La cepa de Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.:Fr.), se obtuvo aislé directamente de frutos de jitomate (Solanum
lycopersicum L.) tipo Saladette. A los frutos se les realizaron heridas
transversales de 5 cm con un bisturi estéril, distribuidas en cuatro cuadrantes del
fruto y se colocaron en cajas plasticas transparentes (34 x 21 x 11.6 cm)
asperjadas con un atomizador con agua destilada estéril para simular un
ambiente humedo, a una temperatura de 25°C dentro de una camara de
crecimiento KBWF240-230V (BINDER), hasta observar una coloracion obscura'y
blanda en la zona de infeccion, se realizé un corte de 5 mm de diametro del fruto
infectado y se coloc6 en cajas Petri de 8 cm de diametro con 18 mL de agar Papa
Dextrosa Agar (PDA), después de dos dias se seleccion6 un nuevo cultivo para
realizar una resiembra en cajas Petri con PDA. A la caja Petri con el hongo, se le
agregd 1 mL de agua destilada estéril y se tom6 una muestra con una pipeta
Pasteur de cristal estéril, se colocé una gota en un portaobjetos y se observaron
las esporas del hongo con un microscopio éptico, con una pipeta Pasteur se tomé
una espora y se resembré en cajas Petri con PDA para asegurar la pureza del
hongo y su posterior identificacion se realiz6 en el Laboratorio Nacional de
Investigacion y Servicio Agroalimentario y Forestal (LANISAF) ubicado en la

Universidad Auténoma Chapingo.

Identificacién de cepa. La extraccion de ADN del cultivo monospérico de R.
stolonifer, se realizé una amplificacion de un marcador molecular (ITS) y una
secuenciacion para la identificacion del hongo. Los productos amplificados por
PCR, fueron comparados con la base de datos NCBI, presentando un porcentaje
de similitud de 99.74%.

Cuantificacién del contenido de esporas por mL1. Se colocaron 10 mL? de
agua destilada en cajas Petri con el cultivo monospérico de Rhizopus stolonifer
(tres cajas Petri con el cultivo del hongo). Posteriormente se tom6 1 mL de
esporas de cada caja Petri, colocando una gota de la solucién, en una camara

de Neubaver, se observaron en el microscopio compuesto binocular marca
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Labomed modelo LX400 y utilizando la siguiente formula se determiné el nimero

de esporas por mL.

# de esporas/mL= X

(Superficie)(Profundidad de la camara)(Dilucion)

Donde:
X: Promedio de 5 cuadrantes de la cAmara
Superficie = 0.25 mm?

Profundidad de la camara = 0.100 mm?2

Dilucion = ()

Disefio experimental. Se realizé un disefio con arreglo factorial con cinco
repeticiones, con dos concentraciones de esporas 1x108 y 1x108 esporas-mL™,
dos variedades de jamaica (‘Sudan’ y ‘Alma blanca’) y cinco concentraciones de
los extractos etandlicos (4.5, 5.0, 5.5, 6.0 y 6.5 %). Los testigos constaron de tres

cajas Petri con PDA y agua destilada estéril.

Material vegetal. Los calices de flor de jamaica utilizados para los extractos
fueron ‘Sudan’ y ‘Alma blanca’, proporcionadas por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicada en los altos

de Jalisco.

Extractos de jamaica. Se elaboraron extractos etandlicos de jamaica ‘Sudan’y
‘Alma blanca’ previamente deshidratada, a diferentes concentraciones (4.5, 5.0,
5.5, 6.0 y 6.5 %). para evaluar el efecto antifingico contra Rhizopus stolonifer.
Se colocaron 100 g de polvo de jamaica con 500 mL de etanol a 99 % y se
sonicaron por 20 min en un sonicador marca Cole-Parmer 8892, se filtraron y el
extracto se evapord en un rotaevaporador marca Heidolph mod. laborota 4003

por 40 °C hasta obtener un extracto con consistencia viscosa.
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Aplicacion de los extractos de jamaica y las esporas del hongo in vitro. Se
utilizaron dos concentraciones, 1x108 y 1x10°® esporas-mL -1, con un tiempo de
crecimiento de 48 h en PDA. En cajas Petri de 8 cm de didmetro con PDA se
agregaron 400 pL del extracto de jamaica a diferentes concentraciones cubriendo
en su totalidad todo el medio de cultivo, las cajas con el extracto se dejaron
reposar a temperatura ambiente durante 24 h, después de ese tiempo se
colocaron 20 uL de esporas en las dos concentraciones antes mencionadas.

Teniendo un testigo con PDA y agua destilada estéril.

Evaluacion in vitro del efecto de los extractos sobre la inhibicién de
Rhizopus. Las cajas con R. stolonifer se colocaron en una camara de crecimiento
a una temperatura constante de 25 °C. Se midio el diametro del micelio con un
vernier digital marca Mitutoyo 6"/150 mm cada 24 h hasta que el micelio del
hongo cubriera en su totalidad la caja Petri. Durante el periodo de evaluaciéon se
realizaron observaciones en el microscopio binocular marca Labomed mod.
LX400 para evaluar el desarrollo del esporangioforo y de los esporangios. El
porcentaje de inhibicién de los extractos de jamaica se determiné utilizando el
diametro total de crecimiento del testigo (placa de Petri con solo medio PDA) y el
diametro de crecimiento de cada concentracion del extracto, calculado segun lo
informado por Zabka et al. (2011).

C-DT

% Inhibicion = [ ] x100

Donde:

DC: diametro de la colonia del testigo.
DT: diametro de la colonia de las diferentes concentraciones evaluadas.

Andlisis estadistico. Para los datos del crecimiento del hongo (cm™) se realizé
un modelo de regresion exponencial y una prueba de betas con o = 0.05 y 0.01.
Para los datos obtenidos del porcentaje de inhibicién, se realiz6 un analisis

factorial y una prueba de comparacion de medias de Tukey con el programa SAS
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version 9.0. Para calcular la Concentracion Minima Inhibitoria, se realizd un
analisis Probit con el programa SAS version 9.0. Los valores de CMlIso se
calcularon y se asociaron con valores de Chi cuadrado estadisticamente

significativos.

4. 5RESULTADOS Y DISCUSION

Extractos de jamaica. En los calices blancos de ‘Alma blanca’ no se ha
reportado su uso sobre su capacidad fungistatica en el crecimiento de R.
stolonifer. Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
de R. stolonifer en funcion de las concentraciones de los extractos etandlicos de
jamaica ‘Alma blanca’. En el Cuadro 1 se observa que el hongo con la
concentracion menor de esporas (1x108 esporas-mL1) a una concentracion del 6
% del extracto de jamaica ‘Alma blanca’, se inhibié su desarrollo. En contraste,
en el Cuadro 2 se observa que con la concentracién de esporas mayor (1x108
esporas-mL™?) el hongo requirié de una concentraciéon mayor (6.5 %) del extracto
para inhibir su desarrollo. En la presente investigacion se observo que la jamaica
roja y blanca, tuvieron la capacidad de inhibir el crecimiento de Rhizopus en

poscosecha.

Cuadro 1. Modelo de regresion exponencial de Rhizopus stolonifer.

1 X 10° esporas-mL*
Diametro de crecimiento (cm™)

Jamaica

‘Alma blanca’ Bo Liminf Lim sup to B1 Liminf Lim sup to r?
Testigo 311 a 2.28 3.94 09247 -0.00466 a -0.00612 -0.00321 0.12257 0.94
4.5% 2.54 ab 1.86 3.23 2459 -0.00541 ab -0.00683 -0.00398 0.03108 0.95
5.0 % 2.40 bc 1.75 3.04 16.91 -0.00560 bc -0.00702 -0.00418 0.00000 0.95
5.5% 2.30 cd 1.69 2.90 47.90 -0.00560 cd -0.00699 -0.00421 0.07608 0.95
6.0 % 2.03 de** 1.50 2.56 -16.68 -0.00602 de -0.00739 -0.00466 -0.00592 0.96
6.5 % 2.12 de 1.50 2.73 363.73 -0.00599 de -0.00751 -0.00448 -1.02941 0.95

Diferentes letras dentro de cada columna indican una diferencia significativa (*a = 0.05 y **o. =
0.01), n= 28 de acuerdo con la prueba de t de Student.
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Cuadro 2. Modelo de regresion exponencial de Rhizopus stolonifer.

1x108 esporas-mL™

Diametro de crecimiento (cm)

Jamaica

‘Alma blanca’ Bo Liminf Lim sup to B1 Liminf Lim sup to r?
Testigo 402 a 3.31 442 21195 -0.00424 a -0.00548 -0.00300 0.35908 0.97
45% 242 ab 1.66 3.18 4285 -0.00694 ab -0.00899 -0.00488 0.10618 0.95
5.0% 2.06 bc 1.39 2.72 4496 -0.00785 bc -0.00992 -0.00577 0.11652 0.95
55% 1.69 cd 1.14 224 5133 -0.00879 cd -0.01080 -0.00676 0.12953 0.96
6.0 % 1.32 de 0.94 1.70 32.84 -0.00972 de -0.01150 -0.00794 0.12596 0.97
6.5 % 1.15 ef** 0.86 143 268.95 -0.01040 ef -0.01190 -0.00887 -2.43990 0.98

Diferentes letras dentro de cada columna indican una diferencia significativa (*a. = 0.05 y **o. =
0.01), n= 22 de acuerdo con la prueba de t de Student.

Se ha reportado que los extractos de los célices de jamaica roja (variedad Criolla
de Oaxaca) tienen efecto antimicrobiano principalmente contra algunos tipos de
microorganismos enteropatdogenos como Salmonella, Staphylococus, Shigella,
Escherichia y Vibrio cholerae, sin embargo, se desconoce que metabolitos son
los que proporcionan esa actividad (Gémez-Aldapa et al. 2018, Morales-Cabrera
et al. 2013).

Algunos estudios describen que uno de los compuestos que se ha encontrado en
los extractos de jamaica blanca y roja, es el acido clorogénico (Reyes-Luengas
et al. 2015), el cual ha sido probado para el control de algunos hongos como son
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium solani, Verticillium dahliae, Botrytis cinerea y
Cercospora sojina, con efectos como la anulacion de la germinacion, la reduccién
del crecimiento miceliar, ademas de la lisis de algunas ascoesporas (Martinez et
al. 2017).

Con las dosis de 6 y 6.5% del extracto de jamaica blanca, se registré6 un
porcentaje de inhibicion mayor durante un periodo de 216 horas en comparaciéon
con el testigo a las 120 horas (Cuadro 3). Para el caso de la jamaica roja en
concentraciones similares (6%) obtuvo un porcentaje de inhibicion mayor del
extracto durante el mismo tiempo.

La actividad de los extractos también parece depender del disolvente empleado
para la preparacion de los extractos de jamaica, por la capacidad para extraer un
perfil diferente de metabolitos o concentracion. Morales-Cabrera et al. (2013),

compararon los diametros de inhibicion de los extractos etandlicos y metanolicos

53



en una relacion 1:9 de jamaica blanca ‘Alma blanca’ con los que reportdé 98 y
70.80 % de inhibicion respectivamente contra Salmonella typhimurium y 80.8 y
94.8 % respectivamente contra para S. choleraesuis.

En el presente estudio se observd que se requieren de concentraciones mayores
de los extractos de jamaica roja y blanca para inhibir el crecimiento de R.
stolonifer en un periodo corto de tiempo, en comparacién con otros estudios,
algunos de los factores que podrian afectar el contenido de los principales
compuestos fendlicos que actuan directamente sobre la inhibicién del hongo son,
la variedad de la planta, el momento de cosecha, condiciones del cultivo
(fertilizacion, plagas, enfermedades, edad de la planta, etc.), método de secado,
los métodos de extraccion, la polaridad de los disolventes (Morales-Cabrera et
al. 2013).

Durante el presente estudio se realizaron observaciones del crecimiento del
hongo y se pudo identificar que los extractos no solo inhibieron el crecimiento del
hongo, sino que también retardaron el desarrollo de los esporangios durante un
periodo de tiempo. Los esporangios son las estructuras que contienen las
esporas que son las responsables de la dispersion de Rhizopus. Las esporas son
estructuras importantes para la supervivencia y propagacion del hongo, de igual
forma la cantidad de esporas que el hongo dispersa es un factor que garantiza
su rapida o lenta colonizacion (Dos Santos et al. 2012), por lo que al tener una
menor concentracion de éstas y la aplicacion de agentes que inhiben la
germinacion, se disminuye la contaminacion a otros frutos.

Baggio et al. (2016) evaluaron la germinacion de esporas de R. stolonifer y
observaron que estas producian mayores cantidades de esterasas que las
esporas no germinadas en frutos de nectarinas; por lo que al retardar el desarrollo

de esporangios con los extractos de jamaica, no se desarrollan las esporas.
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Cuadro 3. Analisis factorial de extractos de jamaica en el porcentaje de
inhibicion de Rhizopus stolonifer

Dosis (%)
Variedad Tiempo (h) Testigo 45 5 5.5 6 6.5 cv
24 66.45b 100.00a  100.00a 100.00 a 100.00 a 100.00 a 0
48 4479d  6458c  71.87b 7396 b  7812ab 8021 a 4.53
72 2145¢  4375b  4896b 552lab 5858 a 5858 a 4.89
96 1250c  32.29b  3750b  4375ab  51.04 a 5208 a 11.55
‘Alma 19.79
blanca’ 120 0 22.92 ¢ 2292¢c 2604 b 354lab 3958 a
144 0 16.66 ¢ 17.70c  20.83bc  29.16 a  29.16 a 28.80
168 0 416 d 6.25 ¢ 937 b 1979 a  14.58ab 31.67
192 0 0 2.06 b 831 a 831 a 6.23 a 22.91
216 0 0 0 414 b 6.23 a 6.23 a 56.69
240 0 0 0 0 0 0 -
24 66.45c 6650 c 6875 b  69.79 b 71.87 ab  80.45 a 3.84
48 4479c 6041b 6250 b 6354 a 6562 a  63.54ab 4.64
72 2145d  4479c 5833ab 5729 b 5937 a 5728 b .90
'Sudan’ 96 1250d  33.33c 50.00ab 4896 b 5312 a 4791 b 6.20
120 0 21.87¢c 3750 b  3854ab 4166 a 3437 b 11.50
144 0 6.25d 1666 ¢ 26.04ab  29.16 a 2500 b 29.39
168 0 0 1146 b  1250ab 1875 a 521 ¢ 14.08
192 0 0 8.31 b 831 b 2498 a 0 17.62
216 0 0 0 4.14 b 8.31 a 0 0
240 0 0 0 0 0 0 -

Valores por fila, con diferente letra, son estadisticamente diferentes de acuerdo con la prueba de
Tukey (p<0.05).

No existe informacioén del control de Rhizopus con extractos de jamaica, sin
embargo, se encuentra reportada su actividad en otros hongos y bacterias
enteropatdgenas. Jabeur et al. (2019) probaron dos concentraciones del extracto
hidroetandlico de jamaica roja en concentraciones 1y 10 % en la inhibicién de
Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
niger, Trichoderma viride, Penicillium funiculosum, Penicillium ochrochloron,
Penicillium verrucosum var. cyclopium, pero observaron una mayor inhibicion en
otros microorganismos como T. viridae y A. ochraceus. En otro estudio, los
autores evaluaron la actividad antimicrobiana mediante extractos etanolicos en
diferentes concentraciones (2.5, 5.0, 10 y 20 %) contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, en donde observaron mayor respuesta

en la inhibicion contra S. aureus (Jung et al. 2013).
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Lo anterior sugiere que la actividad fungistatica o bactericida de los extractos se
ve influenciada por la pared celular de cada microorganismo; la pared celular de
los hongos filamentosos estd formada principalmente por polisacéaridos,
glicoproteinas, lipidos y quitina, mientras que en las bacterias gram positivas, la
pared celular contiene una capa gruesa de peptidoglucano ademas de acidos
teicoicos y en las bacterias gram negativas la capa de peptidoglucano es delgada
y se encuentra rodeada por a una segunda membrana plasmatica exterior,
algunas bacterias poseen una capsula que las protege del atague de agentes
antibacterianos (Bugg et al. 2011).

En relacion al extracto de calices de jamaica roja ‘Sudan’, de acuerdo con los
datos obtenidos se realiz6 un modelo de regresion exponencial y una prueba de
t de Student, con la cual se observé que existen diferencias significativas en el
porcentaje de inhibicion de R. stolonifer en funcién de las concentraciones de los
extractos etandlicos.

En el Cuadro 4 se observa que con la concentracién de 1x10° esporas-mL, el
hongo tuvo un crecimiento mas lento por dia y requirid6 de una concentracion de
6% del extracto de jamaica roja ‘Sudan’ para inhibir su desarrollo y en el Cuadro
5 se observa que con la concentracion de 1x108 esporas-mL, se requirié de una

concentracion de 6.5 % del extracto para inhibir su desarrollo.

Cuadro 4. Modelo de regresion exponencial de Rhizopus stolonifer.

1x10% esporas-mL?
Diametro de crecimiento (cm™)

Jamaica

‘Sudan’ Bo Liminf Lim sup to B Liminf Lim sup to r?
Testigo 391 a 3.07 4.76 89.41 -0.00362 a -0.00484 -0.00239 0.09590 0.96
45 % 3.40 ab 2.76 4,03 290.00 -0.00417 ab -0.00521 -0.00313 0.43028 0.97
5.0% 1.92 de 1.69 2.16 13.03 -0.00636 de -0.00700 -0.00573 0.01720 0.99
55% 1.89 de 1.69 2.10 106.85 -0.00640 de -0.00697 -0.00583 -0.10236 0.99
6.0 % 1.67 ef** 1.56 1.79 -860.10 -0.00619 ef -0.00691 -0.00620 -0.93480 0.99
6.5 % 2.67 bc 2.30 3.03 838.25 -0.00511 bc -0.00584 0.00438 -1.60675 0.98

Diferentes letras dentro de cada columna indican una diferencia significativa
0.01), n=28 de acuerdo con la prueba de t de Student.

(*o. = 0.05 y **q =
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Cuadro 5. Modelo de regresion exponencial de Rhizopus stolonifer.

1x108 esporas-mL™

Diametro de crecimiento (cm™)

Jamaica

‘Sudan’ Bo Liminf Lim sup to B, Liminf Lim sup to r?
Testigo 474 a 4.00 5.47 311.12 -0.00372 a -0.00500 -0.00245 0.47526 0.98
45% 252 ef 2.10 294 -86.53 -0.00711 ef -0.00837 -0.00584 -0.14912 0.98
5.0% 2.96 bc 2.57 3.35 7191 -0.00635 bc -0.00735 -0.00535 0.14233 0.99
55% 2.64 ce 2.24 3.04 3573 -0.00698 ce -0.00813 -0.00584 0.12358 0.99
6.0 % 247 ef 2.03 291 79.21 -0.00757 ef -0.00885 -0.00618 0.19756 0.98
6.5 % 2.04 fg** 1.63 244 374.22 -0.00865 fg -0.01010 -0.00720 -1.58847 0.98

Diferentes letras dentro de cada columna indican una diferencia significativa (*o. = 0.05y **o =
0.01), n=19 de acuerdo con la prueba de t de Student.

En algunos estudios se reportan concentraciones mayores de H. sabdariffa en
comparacion con la presente investigacion, para inhibir el crecimiento de algunas
bacterias como lo reportado por Zarkani (2016), quien prob6 extractos acuosos
de H. sabdariffa en concentraciones de 25 y 50 % registrando una inhibicién de
80 % en Escherichia coli, 51.98 % en Staphylococcus aureus y 35.6 % en
Pseudomonas aeruginosa. Borras-Linares et al. (2015) reportaron que los
extractos etanolicos de jamaica roja ‘Sudan’ inhibieron E. coli en 50 %; sin
embargo, no se describe en que concentracion se aplicaron los extractos.

Hay pocos estudios reportados para el control de Rhizopus, sin embargo, existen
estudios donde se probaron extractos de otras plantas para inhibir el crecimiento
de R. stolonifer en los cuales se pueden observar las diferentes dosis con las que
se obtiene determinada inhibicion del hongo; por ejemplo, De Le6n-Zapata et al.
(2016), observaron que con una concentracion de 0.4 % de los extractos acuosos
de Flourensia cernua se obtuvo una inhibicion de 67.40 % de R. stolonifer. John
et al. (2016) prob6 altas concentraciones de extractos de hojas de Vernonia
amigdalina y reporté que en concentraciones de 1.25, 2.5, 5.0 y 10 % se obtuvo
un diametro de inhibicion de 4.50 mm (1.25 %) y hasta 10 mm (10 %) contra R.
stolonifer.

Tijjani et al. (2019), obtuvieron que con extractos acuosos a 20% de Ziziphus
jujube y Diospyros mespiliformis, lograron inhibir el crecimiento de R. stolonifer
en 32.59 y 57.10 % respectivamente, después de 10 dias; Ngegba et al. (2018),
probaron extractos acuosos de Azadirachta indica, Tithonia diversifolia,
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Chromolaena odorata, a una concentracion de 100% (p/v) y se obtuvo una
inhibicion del 64.7, 60.5 y 63.6 % respectivamente. Los diversos resultados
publicados permiten observar que la presencia de metabolitos secundarios de
diferente naturaleza quimica (polaridad, solubilidad, interaccion con membranas)
explican su efecto diferencial con cada tipo de microorganismo (bacterias y
hongos) (Al-Hashimi 2012, Amyrgialaki et al. 2014, Capriotti et al. 2014).

Concentracion minima inhibitoria. Los resultados de la actividad inhibitoria de
los extractos etandlicos de jamaica demostraron que la concentracion minima
que se requiere para inhibir al hongo a las 144 h de incubacion fue de 7.2 % para
la jamaica roja con una concentracion de 1x10° esporas-mL?y de 8.13 % para la
jamaica blanca con una concentracion de 1x10° esporas-mL* (Cuadro 6).

Cuadro 6. Concentracion CIMso para inhibir el crecimiento a 72 hy 144 h de

incubacion.
72 h 144 h
95% Limites fiduciales 95% Limites fiduciales
Extractos CMIlso (%) Inferior Superior Chi#  CMlso (%) Inferior Superior Chi2
Sudan 1x108 5.32 4.24 6.50 18.11 7.07 6.48 10.87 13.16
Sudéan 1x108 4.29 -2082.75 9.83 7.71 7.25 - - 4,72
Blanca 1x108 4.49 4.04 491 77.29 7.25 6.79 8.16  30.87
Blanca 1x10°¢ 7.29 5.21 50.51 4.34 8.13 6.60 23.86 10.75

Valor de Chi-cuadrado, significativo a nivel p <0.05.

Dwivedi et al. (2020), determino que la CMlIso del extracto crudo de H. sabdariffa
preparado en DMSO fue 0.15 % contra Candida albicans. Salami y Afolayan
(2020), evaluaron extractos etandlicos de jamaica verde y roja, se obtuvo una
concentracion minima inhibitoria de 0.125 % del extracto de jamaica verde contra
Streptococcus pyogenes y 0.25 % contra Bacillus subtilis, Streptococcus aureus,
Escherichia coli y Psuedomonas aeruginosa y con los extractos de jamaica roja
se obtuvo una CMI de 0.125 % contra Bacillus subtilis y Escherichia coli y de 0.25
% contra Streptococcus pyogenes, Streptococcus aureus y Psuedomonas
aeruginosa. En otro estudio (Abdallah 2016) se evaluaron extractos metanolicos

de H. sabdariffa contra Acinetobacter baumannii y se obtuvo una concentracion
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minima inhibitoria de 2.5 y 5.0 %. Alshami y Alharbi (2014) determinaron una
concentracion minima inhibitoria de 0.2 y 0.1 % del extracto metandlico de H.
sabdariffa contra Candida albicans.

Otros factores que explican las variaciones de los efectos en la concentraciéon
minima inhibitoria son: a) las concentraciones de los metabolitos en los extractos,
b) la polaridad del disolvente del proceso de extraccion, c) caracteristicas
genéticas, condiciones edafoclimaticas del cultivo, etapas fenoldgicas (edad,
estado de crecimiento), variacion estacional, condiciones ambientales en las que

se cultivo la planta y momento del corte (Silva et al. 2012).

4.6 CONCLUSIONES

Este estudio demostré que los extractos de Hibiscus sabdariffa (‘Sudan’ y ‘Alma
blanca’) podrian usarse como fungistaticos potenciales en el control de Rhizopus
stolonifer. El uso de extractos de jamaica para el control de enfermedades
poscosecha de vegetales minimiza el riesgo de los fungicidas toxicos. Se observé
un efecto fungistatico a una dosis de 6% de los extractos de jamaica, con una
concentracion de 1x10% esporas-mL?. Sin embargo, no se encontraron

diferencias significativas entre variedades para el control de Rhizopus.
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