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Resumen

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), conocida como “hibisco” y “flor de Jamaica”, es empleada en la elaboracion
de té y de bebidas refrescantes libres de cafeina. La infusion es empleada como diurética, carminativa, colerética
y laxante. El objetivo del trabajo fue determinar los parametros farmacobotanicos y fitoquimicos (polifenoles)
aplicables al control de calidad en un laboratorio de baja complejidad. Se analizaron muestras comerciales de
flores de hibisco. Se realizaron disociados leves, infusiones y extractos hidroalcohdlicos. El analisis microsco-
pico permiti6 determinar la presencia de: epidermis con estomas anomociticos; tricomas eglandulares conicos;
tricomas flexuosos; tricomas glandulares no capitados; tricomas glandulares capitados; traqueas espiraladas;
fibroesclereidas y drusas. Perfil de antocianos: se caracterizo por la presencia de dos bandas principales corres-
pondientes a delfinidina-3-glucosilxilésido y cianidina-3-glucosilxilosido. En algunas muestras se detect6 una
tercera banda, de menor intensidad, que corresponderia a cianidina-3-glucésido. Cuantificacion de fenoles: las
infusiones presentaron valores entre 6,27 a 14,84 EAG (equivalentes de acido galico: mg de acido galico/g mat.
seco). Los extractos hidroalcoholicos entre 8,70 a 19,56 EAG. Cuantificacion de antocianos: las infusiones
presentaron valores entre 0,25 a 5,95 ECG (equivalentes de cianidina-glucosido: mg de cianidina-3-glucésido/g
mat. seco). Los extractos hidroalcoholicos entre 0,40 a 7,80 ECG. Cuantificacion de flavonoides: las infusio-
nes presentaron valores entre 0,45 a 1,30 ER (equivalentes de rutina: mg de rutina/g mat. seco). Los extractos
hidroalcoholicos, entre 0,50 a 1,35 ER. Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos: las infusiones presentaron
valores entre 2,35 a 7,60 EAC (equivalentes de acido clorogénico: mg de acido clorogénico/g mat. seco). Los
extractos hidroalcoholicos, entre 3,95 a 8,80 EAC. Las técnicas empleadas constituyen un punto de partida
para la validacion de los diferentes parametros empleados en el control de calidad de muestras y extractos de
hibisco, aplicables en un laboratorio de baja complejidad.

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae):
Pharmacobotanic and phytochemical quality control

Summary

Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae), known as “Hibiscus” and “Jamaica flower” is used in the preparation of
tea and caffeine-free soft drinks. The infusion is used as diuretic, carminative, choleretic and laxative. The
objective of this research was to determine the pharmacobotanic and phytochemical (polyphenols) parameters
that apply to quality control in a low complexity laboratory. Commercial samples of Hibiscus flowers were
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analyzed. Soft dissociations, infusions and hydroalcoholic extracts were performed. Microscopic analysis
showed the presence of: epidermis with anomocytics stomata; eglandular conical trichomes; eglandular flexu-
ous trichomes; glandular non-capitate trichomes; glandular capitate trichomes, spiral tracheae; fibrosclereids
and cluster crystals of calcium oxalate. Anthocyanins profile was characterized by the presence of two major
bands corresponding to delphinidin-3-glucosylxyloside and cyanidin-3-glucosylxyloside. In some samples a
band of lower intensity was detected, corresponding to cyanidin-3-glucoside. Phenol quantification: infusions
showed levels between 6.27 to 14.84 AGE (acid gallic equivalents: mg gallic acid/g dry material), and hydroal-
coholic extracts from 8.70 to 19.56 AGE. Anthocyanin quantification: infusions showed levels between 0.25
to 5.95 CGE (cyanidin-glucoside equivalents: mg cyanidin-3-glucoside/g dry material), and hydroalcoholic
extracts from 0.40 to 7.80 CGE. Flavonoid quantification: infusions showed levels between 0.45 to 1.30 RE
(rutin equivalents: mg rutin/g dry material), and hydroalcoholic extracts from 0.50 to 1.35 RE. Hydroxycin-
namic acid quantification: infusions showed levels between 2.35 to 7.60 CAE (chlorogenic acid equivalents:
mg chlorogenic acid/g dry material), and hydroalcoholic extracts from 3.95 to 8.80 CAE. The techniques used
are a starting point for the validation of the different parameters used in the quality control of samples and
extracts of Hibiscus, applicable in a low complexity laboratory.

Introduccion (Hirunpanicha y col., 2006; Fernandez Arroyo y col.,
2011) e hipoglucemiante (Yi-Sun y col., 2013).

El objetivo de este trabajo es determinar los
parametros farmacoboténicos y fitoquimicos (poli-
fenoles, antocianos) aplicables al control de calidad
de las muestras y los extractos de “hibisco” en un

laboratorio de baja complejidad.

Hibiscus sabdariffa L., perteneciente a la familia
Malvaceae, es conocida popularmente como “hibis-
co”, “rosa de Jamaica”, “rosa de Abisinia” o “flor
de Jamaica”.

Es un subarbusto, anual, que puede alcanzar de
1 a 3 metros de altura. Presenta un tallo robusto y

de color rojizo, que tiene hojas trilobadas, de 7 a 10

cm de diametro, alternas en el tallo. La flor es de
color rojo, de 3 a 4 cm de largo, formada por4 o 5
pétalos. El caliz y el epicaliz son carnosos y de color
rojo intenso, y constituye la parte que se emplea de
esta especie.

Se usa en la elaboracion de té (“té de Jamaica”)
y en la preparacion de bebidas refrescantes libres de
cafeina. Es comun hallarlo formando mezclas con
otras especies en la elaboracion de tisanas. Es usado
ademas, como aromatizante acido y como colorante
en jaleas, mermeladas, salsas y vinos, debido a su
contenido de antocianos.

En lo que respecta al uso etnomédico, los calices
y las flores de hibisco, bajo la forma de infusion, son
empleados como diurético, carminativo, colerético,
laxante suave, entre otras aplicaciones (Alonso,
2004; Sayago y col., 2010).

Respecto de las actividades farmacolégicas re-
conocidas para los extractos de “hibisco” podemos
citar: su accion sobre el sistema cardiovascular,
actuando como hipotensor (Mojiminiyiy col., 2007;
Ajay y col., 2007); diurético (Alarcon Alonso y
col., 2012; Gurrola-Diaza y col., 2010; Mozaffari
y col., 2009; Herrera y col., 2007); hipolipemiante
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Materiales y métodos
Se analizaron muestras comerciales compuestas por

los calices y los epicalices de las flores de “hibisco”
(Foto 1).

Foto 1.- Hibiscus sabdariffa

Material vegetal analizado: célices de Hibiscus
sabdariffa.
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Analisis farmacobotdnico

Comprende dos tipos de analisis: las descripciones
macroscopicas y el estudio de los caracteres organo-
Iépticos (color, sabor, olor) de las muestras vegetales;
mientras que los analisis microscopicos son la ob-
servacion de los disociados y la micrometria de los
elementos celulares (microscopia cuantitativa).

Se realizaron disociados leves con el objeto de
determinar los caracteres microscopicos relevantes
empleados en el analisis del control de calidad de las
muestras comerciales. El método de disociado leve
consiste en someter el material vegetal a la accion
de una solucion acuosa de hidroxido de sodio al 5
%, durante 5 min, a ebullicion. Luego se enfria y se
lava el material disociado con agua destilada y se
observa con el microscopio.

Se realizo, ademas, un estudio de microscopia
cuantitativa, que consistio en la medicion de los ele-
mentos celulares relevantes. El disociado se observo
mediante el empleo de microscopia de campo claro.
Esta técnica ha sido seleccionada debido a su facili-
dad de ejecucion, al poco tiempo de desarrollo y a la
economia, factores indispensables en un laboratorio
de baja complejidad.

Andlisis fitoquimico

Sobre el material vegetal seleccionado se llevaron
a cabo las extracciones correspondientes. Para cada
extracto se determind su perfil cromatografico y se
cuantificaron los fenoles totales, los antocianos, los
flavonides y los acidos hidroxicinamicos.

Obtencion del extracto acuoso (infusion)

Se realizaron infusiones al 5 % segin la Farmacopea
Nacional Argentina (VI edicion). Se colocaron 5 g de
las hojas pulverizadas en en un erlenmeyer con tapa,
se adicionaron 100 ml de agua destilada hirviendo y
se dejo actuar durante 20 min. Luego se filtro, y el
residuo se lavd con agua destilada hasta obtener un
volumen final de 100 ml de extracto.

Obtencion del extracto original etandlico (EOE)

Se partio de 5 g de material seco y molido. La extrac-
cion se llevo a cabo con 100 ml de etanol acuoso al
50 %, a 4 °C, durante 24 h. Posteriormente se filtrd
y se descart6 el marco.

Cuantificacion de fenoles totales

Se determinaron mediante el método de Folin-
Ciocalteu de acuerdo con Makkar y col. (1993).
Alicuotas (50 pl) de los extractos fueron transferidas
a tubos de ensayo, y se llevo el volumen a 500 pl
con agua desionizada. A continuacion, se adicio-
naron 250 pl de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1,25
ml de solucion acuosa de carbonato de sodio al 20
%:; a los 40 minutos se midio la absorbancia a 725
nm; Se realizo una curva de calibracion con acido
galico; El contenido de los fenoles totales se expreso
como equivalentes de acido galico (EAG: mg acido
galico/g material seco). Todas las mediciones se
efectuaron por triplicado.

Cuantificacion de antocianos

Se realiz6 mediante la técnica de cuantificacion por
espectroscopia diferencial, segun una modificacion
de la técnica de Lee y col. (2005). Una alicuota del
EEA se diluy6 con 10 partes de una solucion bufter
KClpH 1,0. Serealizaron las lecturas a 510 nm y 700
nm. Luego se efectuaron nuevamente las lecturas
en buffer acetato de sodio pH 4,5. Se calcularon las
diferencias de absorbancia:
(A510 nm A7oo nm)pH 1 (A510 nm A700 nm)pH 45

y se expresaron los contenidos de antocianos como
equivalentes de cianidina-3-glucésido (ECG: mg de
cianidina-3-glucosido/g material seco).

Cuantificacion de flavonoides

(Adaptacion de las técnicas de Woisky y Salatino,
1998; Chang y col., 2002).

Se mezcld 0,5 ml del extracto con 1,5 ml de
etanol 95 %. Se agregaron posteriormente 0,1 ml
de una solucién acuosa de tricloruro de aluminio al
10 % (p/v) y 0,1 ml de una soluciéon acuosa 1 M de
acetato de sodio. Se llevo a un volumen final de 5 ml
con agua destilada y la mezcla se dejo reposar por
30 min. Posteriormente se determiné la absorbancia
a 415 nm. Se realiz6 una curva de calibracién con
rutina. El contenido de flavonoides se expresé como
equivalentes de rutina (ER: mg rutina/g material
$eco).

Cuantificacion de dcidos hidroxicinamicos

(Modificacion del método de Dao y Friedman, 1992).
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Alicuotas de 50 ul del extracto se llevaron a
volumen (2 ml) con etanol absoluto. Se determind
la absorbancia a 328 nm. Se realiz6 una curva de
calibracion con acido clorogénico. Los valores se
expresaron como equivalentes de acido clorogénico
(EAC: mg de acido clorogénico/g material seco).

Perfil de antocianos

Se llevo a cabo mediante la realizacion de cromato-
grafias en TLC de Silica Gel empleando como fase
movil el sistema de solventes acetato de etilo-acido
acético-acido formico-agua (100:11:11:26).

Se empled como testigo un extracto consti-
tuido por glicosidos de cianidina y pelargoni-
dina (cianidina-3-glucésido, cianidina-3-ram-
nosilglucosido, pelargonidina-3-glucdsido,
pelargonidina-3-ramnosilglucésido).

Resultados
Andlisis farmacobotdnico

Analisis macroscopico
El material vegetal analizado consta de los calices
(constituido por 5 sépalos) y epicélices (caliculos)
secos de las flores, que se presentan conservados o
triturados; color rojo-morado intenso; sabor dulce y
olor caracteristico. Cuando se presentan enteros, su
longitud promedio es de 30 mm.

En la observacion macroscopica, en ninguno de
los materiales analizados se detectd la presencia de
material extrafo.

Analisis microscopico

El estudio microscopico llevado a cabo sobre los
disociados leves permitio detectar la presencia de:
1. Epidermis con estomas; se observan principalmen-
te estomas del tipo anomocitico. Los estomas tienen
tamafios comprendidos entre 25 - 35 um (Foto 2).

2. Pelos eglandulares unicelulares flexuosos
(Foto 3).

3. Pelos eglandulares conicos unicelulares, de pared
gruesa, con longitudes comprendidas entre 100-
1.000 um (Foto 4).

4. Pelos eglandulares unicelulares finos (500-900
um) (Foto 5).

5. Pelos glandulares pluricelulares no capitados
(150-200 pm) (Foto 6).
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Epidermis con estomas anomociticos (35 um). Aumento
400x.

Foto 3.- Hibiscus sabdariffa
I

Pelos eglandulares unicelulares flexuosos. Aumento
200x.

Foto 4.- Hibiscus sabdariffa

re

Pelo eglandular conico, grueso, unicelular (500 pum).
Aumento 100x.
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6. Pelos glandulares capitados de pie unicelular y
cabeza pluricelular (60-90 pm) (Foto 7).

7. Drusas con tamafios comprendidos entre 15y 30
um (Foto 8).

8. Traqueas espiraladas, fibroesclereidas (750-1.000
um, Foto 9) y fibras.

Foto 5.- Hibiscus sabdariffa

L
Pelo eglandular unicelular fino (750 pm). Aumento
100x.

Pelos glandulares pluricelulares no capitados (200 um).
Aumento 400x.

Foto 7.- Hibiscus sabdariffa

Pelo glandular capitado de pie unicelular y cabeza pluri-
celular (80 um). Aumento 400x.

Foto 8.- Hibiscus sabdariffa

Drusas (20 - 30 um). Aumento 400x.

Foto 9.- Hibiscus sabdariffa

.U.I «

Fibroesclereida (900 um). Aumento 100x.
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Analisis fitoquimico

Perfil cromatografico. El perfil cualitativo de anto-
cianos se caracteriza porla presencia de dos bandas
principales que muestran valores de Rf entre 0,17 y
0,24. Estas bandas corresponderian a los pigmentos
delfinidina-3-glucosilxildsido y cianidina-3-glucosi-
Ixilosido, compuestos informados en la bibliografia
como los antocianos predominantes. En algunas
muestras se detectd una banda de menor intensidad,
con valor de Rf 0,36, que corresponderia a cianidi-
na-3-glucdsido seglin los valores registrados por la
bibliografia (Wagner y Bladt, 1996) (Foto 10).

Foto 10.- Hibiscus sabdariffa
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Perfil de antocianos. TLC Silica Gel. Observacion a la
luz natural.

Cuantificacion de fenoles totales

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 6,27-y14,84 EAG, con valor promedio de
11,10 EAG. Los extractos hidroalcoholicos, entre
8,70 y19,56 EAG, con valor promedio de 14,18
EAG. (Grafico 1).
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Grafico 1.- Cuantificacion de fenoles totales
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Cuantificacion de antocianos

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 0,25 y 5,95 ECG, con valor promedio de 3,01
ECG. Los extractos hidroalcoholicos, entre 0,40
y 7,80 ECG, con valor promedio de 4,30 ECG.
(Grafico 2).

Grafico 2.- Cuantificacion de antocianos totales

M Infusién

O Etanol

Muestras

Valores expresados como equivalentes de cianidina-3-
glucésido (ECG: mg de cianidina-3-glucésido/g material
seco)

Cuantificacion de flavonoides

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 0,45 y 1,30 ER, con valor promedio de 0,80
ER. Los extractos hidroalcohdlicos, entre 0,50y 1,35
ER, con valor promedio de 0,87 ER (Grafico 3).
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Grafico 3.- Cuantificacion de flavonoides totales
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Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos

Las infusiones presentaron valores comprendidos
entre 2,35y 7,60 EAC, con valor promedio de 4,66
EAC. Los extractos hidroalcoholicos, entre 3,95 y
8,80 EAC, con valor promedio de 6,85 EAC (Gra-
fico 4).

Grafico 4.- Cuantificacion de acidos hidroxicinamicos
totales
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Discusion

En lo que respecta al analisis farmacobotanico, si
bien los elementos detallados se presentaron en todas
las muestras analizadas, la frecuencia de aparicion
no era la misma para las muestras estudiadas.

Ademas, la distribucion de los pelos no se pre-
senta en forma homogénea en el material vegetal es-
tudiado. Pudo observarse que los pelos eglandulares
se presentaron en mayor medida en la parte media de
los calices, mientras que los glandulares se hallaron
principalmente en el tercio inferior de los calices, en
la zona comprendida por el epicaliz (caliculo).

Se destaca la presencia de un desarrollo fila-
mentoso en una de las muestras analizadas (N° 7),
cuyas caracteristicas morfoldgicas son afines con
Curvularia sp. (Ascomycota), dadas las caracteris-
ticas de sus hifas, los esporangioforo y las esporas.

En el analisis fitoquimico del perfil de polifenoles
todas las muestras presentaron un perfil cualitativo
similar, constituido por dos bandas principales
correspondientes a glicésidos de delfinidina y cia-
nidina. Ademas, en determinados materiales, pudo
detectarse una tercera banda correspondiente a un
glicosido de cianidina (Foto 10). Estos resultados son
concordantes con datos observados en la bibliografia
(Wagner y Bladt, 1996).

Es significativo destacar que la intensidad de las
bandas no ha sido la misma para todos los materia-
les analizados, lo que sugiere una variacion de tipo
cuantitativo, que se verifica posteriormente en la
determinacion del contenido de antocianos. Si bien
la mayoria de las muestras analizadas se presentaron
no trituradas, esta técnica cobra valor cuando el ma-
terial vegetal se encuentra triturado o en polvo, ya
que la presencia de bandas (compuestos) diferentes
a las observadas detectaria la presencia de material
ajeno al “hibisco”.

En lo que respecta al analisis cuantitativo, para
todos los metabolitos analizados los extractos hi-
droalcohdlicos presentaron mayores concentraciones
que las infusiones; corresponde a los flavonoides la
menor diferencia observada entre estos extractos
(Graficos 1, 2,3y 4).

Pudo observarse también una notable variacion
cuantitativa de los metabolitos analizados (Graficos
1, 2, 3 y 4), lo que evidencia diferentes calidades de
productos, datos que permitiran la seleccion de determi-
nados materiales vegetales, con el objeto de su posterior
empleo en la realizacion de extractos de “hibisco”.

Si bien el “hibisco” es empleado principalmente
bajo la forma de infusion, la realizacion de extrac-
tos hidroalcoholicos presentaria una alternativa
interesante como fuente de compuestos bioactivos,
con especial interés en los antocianos, dadas sus
reconocidas propiedades antioxidantes.
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Conclusiones

Las técnicas empleadas son de facil y rapida reali-
zacion y de bajo costo, aplicables en laboratorios
de baja complejidad. Permiten obtener informacion
relevante, y constituyen un punto de partida para la
validacion de los diferentes parametros empleados
en el analisis del control de calidad de muestras y
extractos de hibisco.
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