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Resumen

El clavel (Dianthus caryophyllus L.) es una planta ornamental con gran variedad de colores,
producida en México a gran escala; su importancia en el folclore mexicano va desde arreglos
florales para el dia de la madre, su utilizacién en los tapetes florales, su presencia simbdlica
en Semana Santa, decoracion en el altar de muertos, entre otros; sin embargo, esto origina
una gran cantidad de desechos vegetales que no tienen un uso secundario. El potencial uso
de los desechos de plantas medicinales depende de los metabolitos que ésta contenga. El
andlisis de dichos metabolitos se realiza en primera instancia con base a la revision
bibliografica del género, ademas de sus propiedades morfométricas y particularidades de la
flor, de donde puede lanzarse la hipotesis, por ejemplo, de tener un gran potencial
antioxidante y por ende capacidad acelerante de la cicatrizacion. En el presente proyecto se
determind la actividad antioxidante del tallo y flor del clavel blanco, rojo y morado en la
ciudad de Puebla. Se realizaron extracciones consecutivas con 7 disolventes de diferente
polaridad mediante Soxhlet, en forma diferencial desde el menos polar (hexano) hasta el mas
polar (agua), separando modelo de flor y tallo por variedad de flor. La actividad antioxidante
se determin6 mediante la prueba de captacion de radicales libres con DPPH, la determinacién
de contenido fendlico total (que es proporcional a la concentracion de compuestos fendlicos)
mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu y el método de pH diferencial (que determina la
presencia de antocianinas). Se demostrd que los extractos con mayor actividad antioxidante
son el de acetato de etilo de flor blanca y morada, los extractos polares (acetona y agua)
pertenecientes a flor. Esto ultimo sugiere que la flor blanca y morada contienen compuestos
antioxidantes metilados en vez de grupos hidroxilo, lo que le confiere caracteristicas
lipofilicas y que facilita su extraccion en disolventes apolares. Los extractos con mayor
cantidad de compuestos fendlicos pertenecen a extractos acuosos, etanélicos y metandlicos
de flor del clavel, siendo los mas relevantes los extractos acuosos de flor morada y roja. Esto
se origina debido a la presencia de antocianinas, las cuales se observan en mayor cantidad en
los mismos extractos correspondientes a flor de clavel morada y roja. Las tres variedades del
clavel contienen compuestos antioxidantes fendlicos que poseen la capacidad de inhibir
radicales libres, posicionandola como planta medicinal.
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Antecedentes

1.1 El Clavel y las Plantas Medicinales

El clavel, Dianthus caryophyllus L. es una planta ornamental importante a nivel
mundial, considerada la flor nacional de Espafia. [1] Su importancia radica en la decoracion
y adorno del hogar o festividades. [2] En cuestiones de superficie cultivada es la tercera flor
cortada en el mundo. Es una planta perenne, que durante el invierno sus flores y tallos pueden
secarse, pero sus raices siguen vivas para que vuelva a emerger una flor, tienen una vida
mayor a 2 afos. Las flores se localizan al final de las ramas, son solitarias 0 en racimos,
pueden ser dobles o simples; éstas contienen un caliz cilindrico de 20 a 30 mm. de largo,
ademas 4 a 6 escamas en el epicaliz anchamente ovaladas, con punta corta y aguda, adpresas
al céliz, con pétalos grandes, dentados en la cima y con forma triangular, similar a un huevo
invertido. Se caracteriza por tener tallos glabros, simples o ramificados, en la parte superior
de 20 a 90 cm de largo, con hojas largas y angostas de margen liso o con base ciliada. (Figura
1). [3,4]

Figura 1. Morfologia de Dianthus caryophillus L. [5]

Dianthus caryophyllus L. tiene una gran variedad de colores (Figura 2), entre los mas
comunes esta el blanco, rojo, rosa, amarillo, morado y bicolor, derivado de las expresiones
genéticas del pigmento antocianina que se encuentra disuelto en la savia de la vacuola
presente en las celulas de la epidermis. La acumulacion de los pigmentos derivados de la
antocianidina 3-glucésido como la pelargonidina 3-maliglucésido (Pg3MG), cianidina 3-



malilglucésido (Cy3MG), pelargonidina 3,5-ciclicomalil-diglucésido (Pg3,5cMdG) vy
cianidina 3,5-ciclomalil-diglucosidos (Cy3,5cMdG) originan la coloracion roja, rosa o
violeta de las flores. [6]

Antocianidina 3-glucésido
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Figura 2. Estructuras de los glucésidos que lo proporcionan la variedad de colores a Dianthus caryophillus L.
[71

El clavel no es tdxico al consumirse en pequefias cantidades, considerado seguro para
el ser humano y clasificado como una flor comestible; lo que implica un inmenso interés en
las propiedades nutricionales y medicinales que le pueda proporcionar al ser humano. Han
determinado la actividad antioxidante, el contenido fendlico total, antocianinas y flavonoides
de un extracto metanolico de clavel rojo, en el que el clavel ocupa uno de los tres primeros
lugares en las determinaciones de antioxidantes de 11 flores comestibles analizadas (Figura

3). [8]

Figura 3. Flores utilizadas en el estudio de perfiles antioxidantes. [8]



Se ha evaluado la actividad antioxidante y anticancerigena del clavel blanco,
amarillo, verde y morado; se demostrd que la actividad antioxidante era proporcional a la
intensidad del color de la flor, presentando la mayor actividad antioxidante en el clavel
morado y la menor en el clavel blanco. Se observd que el extracto metandlico presenta
actividad inhibidora del crecimiento contra las células A549 (células de carcinoma pulmonar)
[9] y U20S (células de osteosarcoma)[10]. Analizaron el metaboloma de las flores,
identificando 789 metabolitos comunes entre las 4 variedades de colores, predominando los
flavonoides en un 25% (poseen estructura polifendlica, actian como conservantes, pigmentos
y antioxidantes), lipidos en un 16% (actian como elementos estructurales y como moléculas
de sefal en vias de respuesta celular), &cidos fendlicos en un 15% (son compuestos fenolicos
que contienen un grupo carboxilo y actian como anticancerigenos, antimicrobianos,
antiinflamatorios, etc.), aminoacidos (desempefian funciones en la regulacion sensorial y
bioldgica) y derivados (9%), &cidos organicos (8%), sacaridos y alcoholes (6%), y
nucleotidos y derivados (6%). El andlisis de correlacion de Spearman correlaciond a la 2’-
desoxiguanosina con las actividades inhibidoras de las lineas celulares de cancer y al &cido
4-piridéxico-O-glucdsido con las actividades antioxidantes (Figura 4). [11,12]
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Figura 4. Resultados de evaluacion de DPPH (A), evaluacién de ABTS (B), viabilidad celular contra las
lineas celulares cancerosas A549 (C) y U20S (D). [11]

Los acidos fenolicos se encuentran como metabolitos secundarios que contribuyen a
las caracteristicas organolépticas, principalmente al color, sabor y aroma. Poseen actividades
antioxidantes,  antiinflamatorias,  antialérgicas, antimicrobianas, antitrombdticas,
anticancerigenas, cardioprotectoras e inmunorreguladoras. [13] Se clasifican como acidos
hidroxibenzoicos y como acidos hidroxicindmicos que pueden estar disponibles como
conjugados con acidos organicos o con azUcares o de forma unida a los constituyentes
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celulares. En los pétalos de clavel se han identificado siete &cidos fenodlicos: el galico, cafeico,
clorogénico, p-cumaérico, rosmarinico, sinapico y fertlico (Figura 5). Los cuales poseen
diversos beneficios para la salud, por ejemplo, el &cido galico y el acido sinapico actian como
anticancerigeno y antimicrobiano; el &cido ferdlico posee propiedades antiinflamatorias al
igual que el &cido sinapico; mientras el acido p-cumarico tiene beneficios anticancerigenos.
[13,14]
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Figura 5. Estructuras de los acidos fendlicos identificados en pétalos de clavel.

Se han empleado extractos de metanol y etanol provenientes de botones florales de
clavel para realizar pruebas de susceptibilidad mediante el método de difusion en pozos de
agar. Se observd una reduccion en el crecimiento de Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa (Figura 6), la reduccién en el crecimiento fue proporcional a la concentracion
utilizada. Mediante cromatografia de gases acoplada a espectofotometria de masas se detecto
al eugenol en los extractos de clavel. [15] El eugenol ha reportado actividades antioxidantes,
antimicrobianas, antiinflamatorias y anticancerigenas. [16]

Figura 6. Actividad antibacteriana del extracto metandlico contra E. coli (A) y P. aeruginosa (B). Las
concentraciones se encuentran en mg/mL. [15]

Se ha identificado actividad antifingica contra Candida aislada de boca y vagina,
frente a compuestos terpenoides, flavonoides y alcaloides provenientes de clavel. Se mostro



mayor eficacia en los terpenoides y flavonoides en comparacién con los alcaloides,
mostrando superioridad significativa (p<0.05) sobre el fluconazol cuyo halo de inhibicion
fue de 351 mm (Figura 7). [17] Existe una gran variedad de flavonoides de acuerdo con los
grupos funcionales adicionales que contienen su estructura, se les atribuye caracteristicas
antioxidantes, insecticidas, citotoxicas, cicatrizantes, antimicrobianas o antiparasitarias.
Algunos flavonoides ejercen su accion antimicrobiana mediante la inhibicion de los &cidos
nucleicos, degradacion de la membrana citoplasmatica o al alterar los canales idnicos debido
a reacciones de fosforilacion y desfosforilacion. [18] Los terpenos actdan contra los
microorganismos mediante la ruptura celular, inhibicién de los procesos respiratorios y
transporte ionico. [19]

Figura 7. Actividad anti-candidiasis de extractos de terpenoides (A) y de flavonoides (B). [17]

El clavel no solo es una planta ornamental, por los descubrimientos realizados se le
atribuye propiedades medicinales, siendo categorizada como una planta medicinal. Las
plantas medicinales remontan desde la antigliedad, donde las propiedades farmacoldgicas se
descubrieron a prueba y error. [20] En varias partes del mundo se sigue investigando y
empleando la medicina tradicional, en la que emplean la planta completa o determinados
fragmentos de ella para la prevencién o tratamiento de enfermedades. En méas de 120 paises
la medicina tradicional ha obtenido estatus oficial (Figura 8). [21] Gran variedad de los
componentes activos de los medicamentos proviene de las plantas. Condiciones de estrés
bidtico y abidtico pueden estimular la produccion de metabolitos secundarios, atribuyendo
mayor cantidad de ingredientes activos. [22]



Figura 8. Paises con investigaciones sobre plantas medicinales. Modificado de la referencia [21]

La evidencia del uso medicinal de las plantas data de hace 5000 afios, época en las
que las generaciones transmitian sus conocimientos de manera verbal. Actualmente aun hay
un amplio porcentaje de plantas sin investigar, creando un gran interés farmacolégico en la
bioactividad proveniente de los metabolitos secundarios de las plantas medicinales, como lo
es la actividad anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante y cicatrizacion; dando origen a
la etnofarmacologia, la cual se basa en el descubrimiento, descripcion e investigacion de la
medicina tradicional para la elaboracién de nuevos farmacos (Tabla 1). [23,24]

Tabla 1. Ejemplos de principios activos provenientes de plantas y su actividad bioldgica. [23]

Nombre latino de la especie vegetal

Principio activo principal

Bioactividad

Atropa belladona L.

Atropina

Anticolinérgico

Camptotheca acuminata Decne.

Camptotecina

Anticancerigeno

Catharanthus roseus G. Don

Vinblastina, vincristina

Anticancerigeno

Centella asiatica Urbana

Asiaticosido

Cicatrizacion de la herida.

Citricos sp.

Hesperidina, rutina.

Antioxidantes.

Larrea divaricata Cav.

Acido nordihidroguaiarético

Antioxidante

Mcuna deeringiana Merr. L-Dopa Anti Parkinson
Papaver somniferum L. Morfina Analgésico
Thymus vulgaris L. Timol Antimicrobiano
Valeriana officinalis L. Valepotriatos Sedante

Muchos fitoquimicos presentes en las plantas poseen actividad antiviral, como se ha
ido reportando a lo largo de los afios y ha cobrado mayor interés tras el surgimiento de SARS-
CoV-2. Por ejemplo, los extractos etanélicos del comino negro (N. sativa) disminuyen la
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carga viral en pacientes infectados con hepatitis C; el extracto acuoso de hoja amarga (V.
amigdala) aumenta el recuento de linfocitos CD4"y glébulos blancos; compuestos derivados
de hojas de neem (A. indica) mostraron actividad de inhibidor mediante estudios de
acoplamiento molecular hacia la membrana (M) y glicoproteinas de envoltura (E) del SARS-
CoV-2. [25] En los ultimos afios las plantas han sido utilizadas como biorreactores para la
produccién de metabolitos empleados en la elaboracion de vacunas, mediante sistemas in
vivo en los que se controlan el suelo, aire, agua, temperatura, luz y nutrientes. Un ejemplo es
Nicotiana benthamiana que es infectada por Agrobacterium tumefacies mediante la técnica
de agroinfiltracion. [26] Esta bacteria contiene al plasmido Ti (inductor de Tumores), al cual
se le remueve el sitio de restriccion (T-DNA) y se le afiade el DNA de interés. Por medio del
nuevo plasmido recombinante se obtiene la replicacion masiva del gen de interés (Figura 9).
Utilizando esta técnica se ha obtenido el antigeno ESTAT-6 de Mycobacterium tuberculosis,
la proteina L del VPH, antigenos de la gastroenteritis transmisible del cerdo, entre otros. [27]
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Figura 9. Utilizacion de plantas como biorreactores para la produccion de DNA. [28,29]

Una de las mayores aplicaciones de las plantas medicinales es en la obtencion de
aceites esenciales. Un aceite esencial contiene compuestos volatiles con aroma producidos
mediante el metabolismo secundario de las plantas. Algunos componentes principales de los
aceites esenciales son los terpenos, fenilpropanoides, aldehidos, alcoholes, cetonas y ésteres
(Figura 10). Los aceites esenciales poseen diversa actividad biologica atribuida a los
compuestos presentes en mayor cantidad o al sinergismo entre ingredientes activos. Se ha
reportado actividad antimicrobiana, antioxidante, insecticida, antiviral, antinflamatoria,
analgesica y anticancerigena.[30]
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Se ha identificado a Dianthus caryophillus entre las plantas medicinales utilizadas en
la region de Teziutlan, Puebla, mediante la realizacion de entrevistas a curanderos o médicos
tradicionales de la region, (Tabla 2). Las plantas utilizadas se obtienen de huertos que los
mismos curanderos poseen, en algunos casos del mercado de Teziutlan o del campo. [31]

Tabla 2. Algunos ejemplos de plantas medicinales usadas en Teziutlan, Puebla. [31]

Nombre

boténico
Arnica
montana

Bougainvillea
glabra
Chenopodium
album
Dianthus
caryophillus
Equisetum
Spp

Psidium
guajaba

Tagetes
lucida
Verbecina
persicifolia

Nombre
comun
Arnica

Bugambilia
Quelites
Clavel

Cola de
caballo
Guayaba
Pericén

Huichin

Parte
usada
Parte aérea,
raiz y

rizoma

Hojas y
flores
Hojas
Flores
Parte aérea
y tallos.
Hojas

Flores

Hojas

Via de
administracion
Oral y tépica

Tépico y oral
Oral

Oral

Tépico

Oral

Oral

Tépico

Usos medicinales

Bajar la presion, en heridas, mejora de
la vision, varices, moretones, llagas
cutaneas y bucales, desinflamar, dolor
general, cicatrizante,  calambres,
suavizar e hidratar la piel.

Tos, resfriado, dolor muscular.

Cicatrizante, aumentar las defensas.
Depresidn, enfermedades cardiacas.
Mal de orin y diurético.

Dolor estomacal, desintoxicacion,
enfermedades respiratorias, expulsar
flemas, colitis.

Relajante, hernias, artritis, dolor
estomacal.

Cicatrizante y antiséptico de heridas



En la mayoria de los casos las plantas medicinales son utilizadas para el tratamiento
de heridas, especialmente por sus propiedades antimicrobianas, desinflamatorias y
cicatrizantes. Se pueden aplicar en forma de unglentos, emplastos, infusiones, geles, entre
otros. La actividad cicatrizante de diversas plantas medicinales se ha comparado in vivo. por

ejemplo, se aplicd gel cicatrizante a base de eucalipto en cobayos con heridas limpias,
contaminadas e infectadas, donde se demostrd un tiempo menor de cicatrizacion (diferencia
de 4 dias) y de caida de costra (diferencia de 7 dias) comparado con el grupo control que no
recibi6 el tratamiento. [32] Se ha evaluado la actividad cicatrizante del extracto
hidroalcohdlico al 5% de siempreviva mayor en ratas que poseian lesiones inducidas por
corte en la que se demostrd que el extracto hidroalcohdlico tiene el mismo tiempo de
cicatrizacion comparado con las heridas a las que se le aplicé Repunten® (Figura 11). [33]

Figura 11. Lesiones tratadas con gel de eucalipto (A) y lesiones tratadas con extracto hidroalcohdélico de
siempreviva mayor (B). [32,33]

1.2 Plantas Medicinales y la cicatrizacion

Una herida altera la integridad celular, anatomica y funcional del tejido; puede ser
causada por amenazas fisicas, quimicas, eléctricas, microbianas (foliculitis, antrax,
foranculos, abscesos cutaneos, erisipela, etc), eventos quirdrgicos, entre otros. Ante una
herida el organismo lleva a cabo una serie de reacciones para la restauracion y cicatrizacion
del tejido. [34] Dentro de las primeras 48 horas se llevan a cabo la fase de hemostasia, se
vaso-construye el vaso sanguineo para disminuir el sangrado, se lleva a cabo la formacion de
un coagulo de fibrina mediante la union de colageno, plaquetas y fibronectina. Se acompafia
de la fase inflamatoria en la que las células inflamatorias (macréfagos, células T, mastocitos,
monocitos y neutréfilos) migran al tejido, produciendo factores de crecimiento (que llevan a
cabo la comunicacién celular, desencadenando los procesos de proliferacion, migracion y
diferenciacion celular) y citocinas pro-inflamatorias (el factor de necrosis tumoral alfa, el
interferén gamma, interleucina 1 beta, entre otros); controlar patdgenos, degradar material
extrafio y regular a las especies reactivas de oxigeno. (Figura 12). [35-37]



.

Figura 12.Células participantes en la fase inflamatoria de cicatrizacion. Modificado de la referencia [38]

La fase proliferativa comienza después de los 2 dias de producirse la herida y dura
hasta el dia 10. En esta fase se efectla la angiogénesis, la formacion de tejido de granulacién,
la reepitelizacion y contraccion de la herida; migran al sitio de lesion células endoteliales,
fibroblastos y queratinocitos para la formacion de tejido (Figura 13). Finalmente se presenta
la fase de remodelacién, que se presenta de 14 a 21 dias después de la lesion y puede durar
mas de un afio, las células activadas en fases posteriores mueren mediante apoptosis y los
procesos activados se reducen hasta cesar. Los fibroblastos acumulados depositan colageno
para la formaciéon de la cicatriz y secretan la metalopeptidasa de matriz para cumplir
funciones de remodelamiento y fortalecimiento del tejido nuevo; la proteina también es
sintetizada por las células endoteliales y macrofagos. [35-37]
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Figura 13. Células participantes en la fase proliferativa de cicatrizacion. Modificado de la referencia [39]

Entre los factores que afectan a la cicatrizacion encontramos las infecciones, las
cuales ocasionan inflamacion prolongada que mantiene un nivel elevado de metaloproteasas
de matriz que degradan la matriz extracelular, disminuyendo a los inhibidores de proteasas
naturales y originan el deterioro de los factores de crecimiento presentes en la herida. [34]
En los procesos de inflamacion prolongada, al combatir patdégenos, en la angiogénesis, en la
vasoconstriccion, entre otros, se produce una liberacion excesiva de radicales libres y ROS
(reactive oxigen species por sus siglas en ingles), [40], las cuéles son combatidas por enzimas
antioxidantes como la catalasa, superdxido dismutasa, el sistema glutation y sistemas no
enzimaticos como la tiorredoxina, entre otros. [41] En algunos casos las enzimas
antioxidantes no logran combatir el estrés oxidativo excesivo originado por una produccion
prolongada de ROS [42], originando una inflamacion prolongada que detiene el proceso de
restauracion de la herida. [36,43-45]

1.3 La Cicatrizacion

En los ultimos afios se ha evaluado la actividad antioxidante de las plantas
medicinales para contribuir al proceso de cicatrizacién, su alto contenido de antioxidantes
puede ser administrados de forma exdgena contribuyendo a inhibir el crecimiento bacteriano,
disminuyen la cantidad de radicales libre, promueven el proceso de vasoconstriccion y
cicatrizacién de la herida; inhiben la transcripciéon de agentes proinflamatorios como por
ejemplo el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina 1 (IL-1) e IL-6 mediante
el factor nuclear kp (NF-kp). De igual forma regulan la inflamacion desregulada de la herida,
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aumentan la sintesis de colageno, estimulan o inhiben la expresion de VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), regulan positiva 0 negativamente la migracion y
proliferacion celular, entre otras propiedades (Figura 14). [46]

Figura 14. El galato de epigalocatequina (EGCG) inhibe el reclutamiento de células inmunes inflamatorias
mediante la union a los receptores del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y del factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF). Modificado de la referencia [46]

1.4 Los antioxidantes

Una sustancia antioxidante es aquel compuesto que previene o retrasa el dafio
oxidativo y su actividad antioxidante ha sido atribuida a los grupos activos que posee como
lo son los grupos hidroxilo o amino. [47,48] Poseen diversos mecanismo de accion,
obteniendo antioxidantes primarios que inhiben reacciones de oxidacion mediante la
eliminacién de ROS/RNS y a los antioxidantes secundarios que realizan la quelacion de
metales de transicion, inducen factores protectores, inhiben a la xantina oxidasa, a la NADPH
oxidasa, entre otros.[48]

Existen diversos tipos de antioxidantes, pueden ser de acuerdo con la fuente de donde
provienen ya sean naturales o sintético. [49] Dentro de los antioxidantes naturales
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encontramos a los enddgenos que se encuentran dentro del organismo y a los exdgenos que
se obtienen de la dieta o de plantas medicinales. Los antioxidantes exdgenos estan
conformados por vitaminas, oligoelementos, carotenoides y polifenoles (Figura 15). [48]

Nano-
ioxid

Exogenos.

Vitaminas Oligoelementos. Carotenoides Polifenoles
|Acido ascorbico,| t Se, Zn, Cu, Mn, L Carotenos, Acidos
L tocoferoles, Fe. zeaxantinas, fenolicos,
retinol, Iuteinas, flavonoides,
ascorbato. licopenos. antocianinas.

Figura 15. Clasificacion de los antioxidantes.

Dentro de los antioxidantes mas estudiados se encuentran los polifenoles, esta
conformado en su mayoria por flavonoides, taninos, lignanos, terpenos y acidos fendlicos.
[50] Provienen del metabolismo secundario de las plantas, principalmente a través de la ruta
del &cido shikimico (se sintetizan aminoacidos aromaticos, &cidos cindmicos y derivados del
fenilpropano) y la ruta de los poliacetatos (se sintetizan las xantonas y quinonas). [51-56]
Los acidos fendlicos se encuentran de forma libre o ligada (complejos unidos insolubles,
ésteres y glucosidos) y son hidroxiderivados de &cidos carboxilicos aromaticos. Se dividen
en acidos hidroxibenzoicos y en acidos hidroxicindmicos (Figura 16), cuya actividad
antioxidante se atribuye a la posicion y numero de grupos hidroxilo unidos al anillo
aromatico, ademas del tipo de sustituyente o del impedimento estérico. Los &cidos cindmicos
presentan la estructura basica CH>=CH-COOH que confiere mayor actividad antioxidante
comparado al grupo -COOH del acido benzoico, debido a la conjugacion del sistema
resonante, y por lo tanto, a una mejor inactivacion del radical libre, ROS o RNS. [57]
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Figura 16. Estructura del acido benzoico y del 4cido cindmico.

Dentro de los compuestos fendlicos también encontramos a los flavonoides, que son un
amplio grupo conformado por flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonoides y
antocianinas. Su formacién deriva de los aminoacidos aromaticos fenilalanina, malonato y
tirosina. Su estructura se basa en el ndcleo flavona que posee 15 atomos de carbono
dispuestos en 3 anillos (dos anillos fenilicos y un anillo piranico), la sustitucién de los anillos
Ay B por grupos hidroxilo da origen a los diversos compuestos (Figura 17). Las antocianinas
y catequinas se forman al verse afectado el anillo de carbono heterociclico de las flavanonas.
Estos compuestos tienen la capacidad de capturar y deslocalizar un radical libre dentro del
sistema aromatico. [57-60]

Figura 17.Estructura del flavonol quercetina (A), de la flavanona hesperetina (B), del flavanonol taxifolina
(C) y de la isoflavonoide genisteina (D).

Por otro lado, las antocianinas son pigmentos hidrosolubles pertenecientes a los
flavonoides, cuya coloracion va desde el amarillo hasta el azul y sus variaciones se relacionan
con la estructura y el numero de grupos hidroxilos en el anillo B; asi como el pH del medio
donde se encuentren. La coloracion rojiza esta directamente proporcional al nimero de
metilos, en cambio la coloracion azul es directamente proporcional al namero de hidroxilos.
Las seis antocianinas mas comunes en las plantas son la malvidina, peonidina, petunidina,
delfinidina, pelargonidina y cianidina (Figura 18). Se pueden encontrar en las vacuolas
celulares o en el citoplasma.[61-63]
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Figura 18. Estructura de las 6 antocianinas mas comunes.

En contraste, los carotenoides son compuestos liposolubles, se pueden dividir en dos
grupos de acuerdo con su estructura quimica, obteniendo a los hidrocarburos carotenoides o
carotenos y a los carotenoides oxigenados o xantofilas. Los carotenoides son los responsables
de la pigmentacion amarilla, naranja, roja o incolora, originada por los dobles enlaces de
carbono conjugados que permite la absorcién de longitudes visibles de onda. Por ejemplo, el
[3-caroteno proporciona un color rojo-anaranjado y es biosintetizado a partir del pirofosfato
de geranilgeranilo (Figura 19). [57] Se encuentran en las membranas celulares,

A Y Y e e e e P N

Figura 19. Estructura del S-caroteno.

1.5 Determinacion del potencial antioxidante

Los métodos para medir la actividad antioxidante son diversos y cada uno nos puede
dar diversas determinaciones. Se tiene la determinacion de contenido fendlico total, el cual
se puede expresar en términos de &cido galico, el método méas comun es el ensayo de Folin-
Ciocalteu, cuyo principio basico es la reduccion del reactivo Folin-Ciocalteu en condiciones
alcalinas produciendo un croméforo de color azul (Figura 20). Esta reaccién se debe a que
los compuestos fendlicos transfieren electrones al complejo de &cido fosfomolibdico-
fosfotungstico (reactivo de Folin-Ciocalteu) en medio basico, evaluando el poder reductor de
los antioxidantes. [57,64,65]
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Figura 20. Reaccion entre el acido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Se tienen ensayos de captacion de radicales libres, en los que se evalia como los
eliminadores de radicales eliminan los radicales peroxidos, mecanismo en el que los
antioxidantes inhiben la oxidacion de lipidos. Existe el ensayo de captacion del radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), el cual es una especie de radical de nitrdgeno de color azul
(posee su banda de absorcién aproximadamente a 517nm), conferido por la deslocalizacion
del electron que también le confiere estabilidad y no le permite la dimerizacién. El radical
DPPH al entrar en contacto con un antioxidante capaz de donar un 4&tomo de hidrégeno o
electrones toma su forma reducida, eliminando los radicales, perdiendo la coloracion azul y
reduciendo la absorbancia, se mide la capacidad reductora de los antioxidantes (Figura 21).
La sensibilidad del ensayo puede ser afectada por la cantidad de iones hidrogeno o iones
metalicos y la frescura del reactivo DPPH; al determinarse por métodos espectrofotométricos
puede verse afectado por la turbidez o por los carotenoides que se absorben en la misma
longitud de onda. Los resultados se expresan en porcentaje de inhibicion del radical DPPH.

NO,

—_—

[48,57,64-67]
TH +A

ON
DPPH DPPH-H

Figura 21. Reaccion del radical DPPH con una molécula donadora de radical hidrégeno.
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Las antocianinas se pueden determinar mediante el método de pH diferencial, en el
que se utiliza un buffer de pH 1y otro de pH 4.5. Las antocianinas a pH 1 se presentan en
forma de oxonio produciendo una intensidad de color maxima, mientras que a pH 4.5 se
presenta en forma de hemicetal que es incoloro, la diferencia de ambas mediciones a una
absorbancia méxima de 520 nm es directamente proporcional a la cantidad de pigmento,
mientras que a 700 nm ya no son detectadas las antocianinas, por lo que esa longitud de onda
es util para eliminar interferencias y corregir la dispersion de luz que pueda ser provocada
por compuestos coloidales (Figura 22). [68,69]

Base quinonoidal:azul
pH 7

Chalcona: incoloro
pH 4.5 Pseudo-base carbinol (forma hemicetal):
pH 4.5

Figura 22.Variacién de las formas estructurales de las antocianinas con respecto al pH.

1.6 Mecanismos antioxidantes en la cicatrizacion

Los antioxidantes actian combatiendo a los radicales libres, los radicales libres son
atomos o moléculas que poseen en la capa de valencia uno o mas electrones desapareados,
lo que le confiere actividad oxidante (acepta electrones) o reductora (dona electrones). En el
cuerpo humano se obtienen de diversos procesos metabélicos o por medio de la exposicion
a diversos factores como lo son los rayos X, tabaquismos, contaminacion ambiental,
productos quimicos, entre otros y son los causantes del estrés oxidativo. [48,70,71] Son
especies reactivas que causan dafio celular al atacar a moléculas que contienen hidroxilos
fendlicos, dobles enlaces carbono-carbono o anillos arométicos como lo son los acidos
nucleicos, proteinas, carbohidratos y lipidos, debido a su gran inestabilidad. Los radicales
libres se agrupan de acuerdo con su componente principal, en los que también se incluyen
moléculas no radicales que tienen que son potentes agentes oxidantes (Tabla 3). [57,72-74]
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Tabla 3. Moléculas pertenecientes a especies reactivas de oxigeno y de nitroégeno. [75]

Especies reactivas de Especies reactivas de nitrégeno
oxigeno
Radicales Superéxido: Oz Oxido nitrico: NO*
Hidroxilo: *OH Dioxido de nitrdgeno: NO2e

Radical alcoxilo: RO*
Radical peroxilo: ROO*

No Perdxido de hidrogeno: H,0, Peroxinitrito ONOO"
radicales Oxigeno singlete: 10, Triéxido de dinitrogeno: N2Os;
Acido hipocloroso: HOCI Tetradxido de dinitrdgeno: N2O4
Ozono: O3 Acido nitroso HNO,
Perdxido organico ROOH Cation nitrosilo: NO*
Acido hipobromoso: HOBr Anioén nitroxilo: NO -

Acido peroxinitroso: ONOOH
Peroxinitritos alquilicos ROONO

Los antioxidantes combaten a los radicales libres mediante la transferencia de
electrones o 4&tomos de hidrdgeno, quelacion de iones metalicos (mediante la formacion de
ligandos), entre otras. [48,65] Los carotenoides poseen un sistema extendido de electrones ©
conjugados que estabilizan a los electrones desapareados por medio de resonancia al captar
radicales libres.[49] Los flavonoides tienen la capacidad de donar un 4tomo de hidrégeno o
un electron del grupo hidroxilo en presencia de altos niveles de iones metalicos transitorios,
originando un radical flavonoide estable que puede reducir otro radical libre convirtiéndose
en una quinona o formar un dimero con otro radical flavonoide (Figura 23). Poseen la
capacidad de quelatar metales traza evitando que participen en la reaccién de Fenton con
H>0>, inhiben la union del factor nuclear kappa B (NF-kB) al elemento de respuesta nuclear
de NF-kB, pueden actuar como ligandos activadores del receptor de peroxisoma proliferador
activado gamma (PPARYy) e impiden la union de Keapl al factor nuclear eritroide 2 (NRF2)
favoreciendo a la disminucion del estrés oxidativo.[59]

OH
.
o
© ‘

H i

OH OH
0—o0.
0
0. 0.
O Dimero O
Orto-quinona
o o

Figura 23. Interaccién de un flavonoide con un radical libre.

o
Orto-quinona

[e]
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Entre los antioxidantes exdgenos que pueden contribuir a la cicatrizacion tenemos a
los carotenoides y polifenoles. Los carotenoides controlan el estrés oxidativo mediante la
eliminacion de ROS. Por ejemplo, la astaxantina promueve la angiogénesis, la migracion de
queratinocitos, la produccion de colégeno e inhibe la sefializacion inflamatoria y de MMP-1
(metaloproteasa de matriz 1). Dentro de los polifenoles encontramos a los flavonoides que
ejercen actividad antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, contribuyendo a la
cicatrizacion de la herida.[76] poseen actividad antiinflamatoria al inhibir la infiltracion de
células inflamatoria, al reducir la biosintesis de TNF, IL-1, IL-6 y al retrasar la expresion de
genes proinflamatorios. [40] la delfidina es un flavonoide antiproliferativo que actda como
efector antiangiogénesis e inhibe la respuesta inflamatoria y la produccién de ROS. La
curcumina un polifenol no flavonoide inhibe la sintesis de colageno en cicatrices
hipertrdficas, inhibe la angiogénesis, la formacion de tejido de granulacion de fibroblastos,
la proliferacion y diferenciacion de fibroblastos, ejerciendo acciones antioxidantes,
antiinflamatorias, antiinfecciosas y antiangiogénicas (Figura 24). [46]

“

A

Figura 24. Durante la cicatrizacion la astaxantina y la curcumina estimulan las vias de VEGF y del factor de
crecimiento transformante B1 (TGF-B1) mejorando la diferenciacion de fibroblastos, la migracion de
queratinocitos, la formacion de tejido de granulacion y la angiogénesis; por el contrario, la delfinidina inhibe a
VEGEF, siendo ideal su utilizacién en cicatrices hipertréficas (A). Durante la remodelacion la astaxantina y
curcumina estimulan la expresion de bFGF y TGF-B1 modulando la produccion de colageno y maduracién de
cicatrices (B). Modificado de la referencia [46].

En la actualidad existen numerosos productos de plantas medicinales con diversos
fines. Enfocandonos en el proceso de cicatrizacién encontramos al apdsito antioxidante
(Reoxcare®), compuesto de una matriz liofilizada vegetal proveniente de la goma de
algarrobo galactomanano originando una gran capacidad absorbente, también contiene una
solucion de curcumina con N-acetilcisteina que confiere hidratacion para reactivar la herida
y propiedades antioxidantes, al igual que vasodilatadoras (Figura 25). [36]
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Figura 25. Apdsito antioxidante Reoxcare®.[77]

1.7 El clavel como objeto de estudio

El clavel es una planta con gran capacidad antioxidante atribuida a sus metabolitos
secundarios como lo son los acidos fendlicos, flavonoides, acidos organicos, alcoholes,
nucleotidos, entre otros.[11] Ademas de contener entre sus pigmentos a las antocianinas, las
cuales poseen gran actividad antioxidante atribuida a la eliminacién de radicales libres y
contribuyendo a la disminucion del estrés oxidativo. [78]

La flor del clavel es producida en México a gran escala; por ejemplo en el afio 2020
hubo una produccion de 4,462,807.00 gruesas de clavel tan solo en la Ciudad de México,
[79] en consecuencia su produccion le otorga la capacidad de exportar a Canada y Estados
Unidos. [80] El estado de Puebla posee 4700 hectareas para la produccion de plantas y flores
de ornato, [81] el clavel es producido en todas las estaciones del afio y esta presente en las
festividades mexicanas como lo es el dia del amor y la amistad, Semana Santa, dia de las
madres, dia de muertos, dia de la virgen de Guadalupe, entre otras. Su gran comercializacion
origina una alta cantidad de desechos de tallos y flores de clavel a los que se les puede brindar
un segundo uso.

Posicionando al clavel como objeto de estudio en la investigacion de actividad
antioxidante (Figura 26), anticancerigena y antimicrobiana e identificando los principales
metabolitos activos de dichas actividades y elaborando posibles formas farmacéuticas, en
esta tesis se analiz6 la actividad antioxidante de los extractos de clavel blanco, rojo y morado,
mediante la determinacion del contenido fendlico total, ensayo de captacion de radicales
libres DPPH y método de pH diferencial.
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Acido benzoi

Genisteina

Delfinidina Yoy

Figura 26. Compuestos antioxidantes presentes en el clavel. [82]
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Objetivos

Objetivo general
Analizar el perfil antioxidante de tres variedades del clavel mexicano (Dianthus
caryophyllus L.).

Objetivos particulares
e Extraer diferencialmente los metabolitos secundarios de tallo y flor de clavel blanco,
rojo y morado mediante equipo Soxhlet.
e Determinar el ensayo de captacion de radical libre DPPH de cada extracto.

e Determinar el contenido fendlico total de cada extracto.

e Determinar el método de pH diferencial.
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Metodologia

El clavel blanco, rojo y morado fueron adquiridos en un puesto fuera del pantedn
municipal de Puebla, se separ6 el tallo del epicéliz, se realiz6 extraccion diferencial por
Soxhlet comenzando con un disolvente no polar y culminando con un disolvente polar. El
tallo se extrajo fresco y la flor se seco para disminuir su cantidad de agua y de igual forma
simular las condiciones cuando se vuelve desecho. A cada extracto se le determind la
actividad antioxidante por triplicado mediante el método de pH diferencial, contenido
fendlico total y ensayo de captacion del radical libre DPPH. Los datos se analizaron
estadisticamente mediante el programa Minitab.

Extraccion diferencial mediante equipo Soxhlet.

Se seleccionaron tres variedades de clavel adquiridas en los puestos fuera del mercado
municipal de Puebla, los colores a utilizar fueron blanco, rojo y morado. Se separo la flor del
tallo y se coloco en la estufa para su secado a 40°C, 0% de humedad por aproximadamente
3 dias, el tallo se utilizd fresco. Se realizaron 7 extracciones diferenciales por Soxhlet con
disolventes de grado Q.P., iniciando con hexano, acetato de etilo, DCM, acetona, etanol y
metanol; cada una con una duracién de 3 horas. El disolvente se recuperd mediante
destilacién a presién reducida en el rotavapor a excepcion de los extractos acuosos y los
compuestos extraidos se disolvieron en metanol al 80%.

Construccion de curva de calibracion.

Las determinaciones que se realizaron son andlisis espectrofotométricos, para su
cuantificacion se necesitan los datos de la ecuacion de la recta, para lo que se realiz6 una
curva de calibracion con los diferentes compuestos:

» Contenido fendlico total: acido galico 0.30-0.02 mg/ml.
» Prueba de captacién de radicales libres: acido gélico 0.10-0.02 mg/ml.

Prueba de captacion del radical libre DPPH.

Se realizd mediante la modificacion de la metodologia descrita por Jonathan
Carrasco-Sandoval et al. [98] para la adaptacion a microplaca de 96 pocillos. En cada pozo
de la placa ELISA se colocd 25ul de la muestra y 200ul de una solucion de DPPH (con
absorbancia inicial 0.750), las muestras se colocaron por triplicado y se realizaron tres
mediciones diferentes. Se colocd un control positivo correspondiente 25ul de acido galico
0.04 mg/mL y un blanco que corresponde a 25ul de metanol al 80% o a agua con 200ul de
una solucion de DPPH. Se incubé durante 40 minutos en oscuridad y se midio la absorbancia
con el lector de microplacas Accurris MR-9600 con un filtro de 492nm.

El porcentaje de inhibicion se determind mediante la siguiente formula:

Abs blanco — Abs extracto

P taje de inhibicion = 100
orcentaje de inhibicién Ahs blanco x
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Contenido fendlico total

La determinacion se realiz6 mediante la metodologia propuesta con el reactivo de
Folin Ciocalteu [99,100]. En cada celda se agregaron 150 ul de muestra, 2.25 mL de agua
destilada, 150 pl del reactivo de FC, y 450ul de Na-COs al 20%. Para esta parte se trabajo
con un control positivo de &cido galico y un blanco correspondiente al disolvente de la
muestra. Se incubd durante 2 horas en oscuridad y posteriormente se utilizo el
espectrofotometro de UV-VIS VE-5600uv para medir la absorbancia a 760nm. El contenido
fenolico se determin6 mediante la siguiente ecuacion:

mg EGA (A + b) . ( 1 ) . (g extracto

Concentracioén del extracto g vlanta

= 1000
Kg Planta ) *

m

Método de pH diferencial.

La determinacién de las antocianinas monoméricas se realizd mediante una prueba
de pH diferencial [69,101], colocando 0.300 ul de cada muestra en celdas divididas en dos
grupos, posteriormente se adiciono a uno de los grupos 2.7 mL de buffer de acetato de sodio
(pH 4.5) y al otro grupo 2.7 mL de buffer de cloruro potésico (pH 1.0), el blanco a utilizar
fueron 3 mL de agua destilada. Se esperaron 15 minutos y se realizaron las lecturas a 515 nm
y 700 nm, con ayuda del espectro UV-VIS VE-5600uv. Posteriormente se calcul6 la
absorbancia siguiendo la ecuacion:

A= (A515 nm ~ A700nm)pH:1.0 - (A515nm - A700 nm)pH:4.5

Finalmente se calculé la concentracion de antocianinas monomérico en la muestra
original mediante la siguiente férmula:

- , . mgy (AxMW xDF x1000)
Antocianina monomerica (T) = e x 1

Donde:
MW: peso molecular.
DF: factor de dilucién.

€: absortividad molar derivada de un escaneo de longitud de onda completa.
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Discusién de resultados

La Figura 27 resume la metodologia realizada, los resultados se muestran a continuacion.

Separar la flor del
tallo.

Secar la flor en la estufa a [€
40°C y 0% humedad.

No

¢;La flor se deshace
al ejercerle presion?,

Colocar el tallo fresco (80g) y la
flor seca (30g) en sacos de tela.

2

Realizar extraccion diferencial por Soxhlet durante
3 horas con cada disolvente.

v

Concentrar el disolvente y disolver los
metabolitos en metanol al 80%.

Y Y \ 4
Determinar contenido Método de pH Ensayo de captacion de
fénolico total. diferencial. radicales libres.

Analisis estadistico.

Minitab

m

Figura 27. Metodologia realizada.

Extraccion diferencial por Soxhlet.

Los metabolitos del clavel fueron extraidos de tallo y flor por separado, mediante
extracciones diferenciales consecutivas, se comenz6 con disolventes de baja a alta polaridad
en orden de hexano (u=1.08, £=2), acetato de etilo (u=1.78D, ¢=6.02 ), DCM (u=1.6 D,
€=8.93), acetona (U= 2.9D, ¢=21), etanol (u= 1.7 D, e=24), metanol (u= 1.7D, ¢=33) y agua
(U= 1.9 D, &=78); [83,84] al analizar los datos de la cantidad de extracto de flor y tallo, se
observa pertenecen a una distribucion no normal (Figura 28) por lo que, éstos se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis a fin de determinar si las muestras
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pertenecen a la misma poblacion y posteriormente se aplico en cada poblacion la prueba U
de Mann-Whitney para comprobar que todas las muestras dentro de esa poblacion son
estadisticamente iguales entre si (p=0.05). [85]

Prueba de normalidad de extractos.
Datos no normales

Media 2791
. .
99 Desv Est. 4061
N 126
AD 18.060

Valrp  <0.005

Porcentaje
w
(=]

-100 -50 0 50 100 150 200
mg de extracto/g de materia vegetal

Figura 28. Gréfica de la prueba de normalidad de Anderson Darling para la cantidad de extracto por material
vegetal seco.

La parte de la planta que contiene mayor cantidad de metabolitos secundarios de
acuerdo con la cantidad de extracto obtenido es la flor (Tabla 4). Estos son dependientes de
factores como la cantidad de luz que influye en la produccion de metabolitos secundarios
(&cido hexadecanoico, acidos fendlicos, flavonoides y alcaloides totales), ademas de la
maduracion de la planta. En cuanto a las estructuras, en los tallos se acumulan mayor cantidad
de metabolitos secundarios durante su periodo reproductivo (fructificacion), al tratarse de
una planta perenne su crecimiento es proporcional al contenido de metabolitos secundarios.
Las hojas acumulan y sintetizan metabolitos gracias a sus estructuras secretoras (glandulas
salinas, tricomas secretores, células oleosas, nectarios, vesiculas secretoras y conductos
resiniferos), mientras la sintesis de los metabolitos secundarios en las flores son dependientes
del nivel de transcripcion y de mecanismos postraduccionales (antocianinas) y
postranscripcionales, su almacenamiento se lleva generalmente en los érganos florales
(estambres, céliz, corola y pistilo) que ejercen funciones de proteccion, polinizacion,
reproduccion, entre otros, conteniendo gran cantidad de compuestos aromaticos volatiles.
[86,87] Durante la floracion el almacenamiento y sintesis de metabolitos secundarios se
centran en las flores con fines reproductivos y de defensa.[88].
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Tabla 4. Prueba de Kruskal Wallis en la determinacion de la cantidad de extracto con respecto a la parte de la

planta.
Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z
planta de medias
Flor 63 49.2376 + 48.67 21.0553 85.8 6.85
Tallo 63 6.5871 +5.60 5.4417 41.2 -6.85

La segunda variable de interes, tanto en tallo como en flor, son las coloraciones del
clavel, mismas que son proporcionadas por diversos pigmentos, proporcionando diferentes
cantidades de metabolitos secundarios. Generalmente se trata de antocianinas auto asociadas
o interaccionando con copigmentos (metales, flavonas, flavonoles, acidos fendlicos)
adquiriendo diversas tonalidades gracias a la estabilizacion de estructuras coloreadas. [89]
Esto origina que del clavel blanco se extraiga menor cantidad de metabolitos secundarios,
mientras que el clavel morado es del que se extrajo mayor cantidad, seguido del clavel rojo
con el que no muestra diferencia estadisticamente significativa, pero ambas poblaciones son
diferentes estadisticamente con la cantidad de extracto obtenido del clavel blanco (Tabla

5,Figura 29).

Tabla 5. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al color del

Color

clavel.
Color N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Blanco 42 32.9878 + 48.63 11.9205 68.1 0.99 A
Morado 42 26.5646 + 36.94 9.2107 62.9 -0.13 B
Rojo 42 24.1848 + 35.44 8.1378 59.5 -0.86 B
Cantidad de extracto.
200
? 150 *
] ' %
g N ) N
Z 100 3
on o
2 ; M *
g X : f
g .
v 50 *
T
i - — —
0 A B B
Blanco Morado Rojo

Figura 29. Gréafica del contenido de extracto con respecto al color del clavel.
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La extraccion de metabolitos secundarios se realizd de acuerdo con la parte de la
planta y al color del clavel. Las muestras se diferencian estadisticamente en dos grupos que
estd conformado por flor y tallo, en las que de acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney no
existe diferencia estadisticamente significativa entre las variedades de color de clavel (Tabla
6, Figura 30).

Tabla 6. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacidn de extractos con respecto a la parte
de la planta y color del clavel.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
planta-Color de medias
Florblanca | 21 57.5245 + 59.36 21.0553 89.1 3.53 A
Flor morada | 21 46.8690 + 4373 19.8785 84.0 2.82 A
Flor roja 21 43.3195 + 42.36 22.3965 84.2 2.85 A
Tallo blanco | 21 8.4510 + 7.80 4.6084 47.0 -2.27 B
Tallo 21 6.2602 + 4.35 6.7566 41.8 -2.99 B
morado
Tallo rojo 21 5.0502 + 3.33 5.4417 34.9 -3.94 B

Cantidad de extracto.
200

150

100

Bﬁ

mg de extracto/g de materia vegetal

= FE ==
0 B B B
Color Blanco Morado Rojo Blanco Morado Rojo
Parte de la planta Flor Tallo

Figura 30. Gréafica del contenido de extracto con respecto a la parte de la planta y al color del clavel.

En la extraccion por Soxhlet los metabolitos son arrastrados por el disolvente de
acuerdo con su afinidad, por lo que es necesario emplear mas de un disolvente con
caracteristicas diferentes para extraer la mayor cantidad de compuestos. [90] La polaridad
del disolvente esta relacionada con la naturaleza quimica de los metabolitos que extrae. Los
disolventes no polares como el hexano son utilizados para extraer ceras, resinas y grasas. [91]
En cambio, los compuestos antioxidantes tienen alta afinidad a los disolventes polares
comparada con los disolventes no polares. [90] Con respecto a la media el agua es el
disolvente que extrajo la mayor cantidad de compuestos, seguida del etanol y el metanol;
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esos tres disolventes son polares y son estadisticamente iguales. Los disolventes poco polares
como el hexano, acetato de etilo y DCM fueron los que extrajeron menor cantidad de
compuestos con respecto a la mediana; conforman un solo grupo sin diferencias
estadisticamente significativas. La acetona de acuerdo con su mediana es un grupo
intermedio conformado por un disolvente polar que posee diferencia estadisticamente
significativa con el etanol (Tabla 7,Figura 31).

Tabla 7. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al

disolvente.
Disolvente | N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Hexano 18 8.3730 £ 7.16 6.6145 46.3 -2.15 A
Acetato de | 18 5.2027 + 3.55 4.6035 36.4 -3.40 A
etilo
DCM 18 3.0484 +1.13 3.0888 24.7 -4.87 A
Acetona 18 15.2769 + 6.18 16.9605 77.8 1.80 B
Etanol 18 52.1319 + 44.66 38.0420 92.7 3.66 C
Metanol 18 45.4592 + 42.61 38.3246 78.3 1.86 BC
Agua 18 65.8947 + 62.96 43.8694 88.2 3.10 BC
Contenido de extracto.
= 200
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E
& 100
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'
Disolvente
Figura 31. Gréfica del contenido de extractos con respecto al disolvente utilizado.

Los extractos se obtuvieron por parte de la planta, color del clavel y disolvente
utilizado (Figura 32 a 38).
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Contenido de extracto con respecto al hexano.
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Figura 32. Gréfica del contenido de extracto con respecto al hexano.

Contenido de extracto con respecto al acetato de etilo.
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Figura 33. Gréfica del contenido de extracto con respecto al acetato de etilo.

Contenido de extraclo con respecto al DCM.
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Figura 34. Gréafica del contenido de extracto con respecto al DCM.
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Figura 35. Gréfica del contenido de extracto con respecto a la acetona.
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Figura 36. Gréfica del contenido de extracto con respecto al etanol.
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Figura 37. Gréfica del contenido de extracto con respecto al metanol.
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mg de extracto/g de materia vegetal.
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Figura 38. Gréafica del contenido de extracto con respecto al agua.

Los extractos con menor cantidad de compuestos extraidos con respecto a la media
son el extracto de acetato de etilo perteneciente al tallo rojo (Tabla 9), seguido del extracto
de DCM de tallo morado y el extracto de hexano de tallo rojo (Tabla 8).

Tabla 8. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al hexano,
parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase

de la planta y color de medias
Hexano-FB 3 18.6111 + 2.58 17.3457 17.0 2.67 A
Hexano-FM 3 14.3134 £ 0.95 14.8371 14.0 1.60 A
Hexano-FR 3 12.0584 £ 0.71 12.2828 11.0 0.53 A
Hexano-TB 3 1.7964 £+ 0.23 1.8938 6.0 -1.24 B
Hexano-TM 3 1.8141 +0.07 1.8201 5.7 -1.36 B
Hexano-TR 3 1.6449 +0.12 1.6235 3.3 -2.19 B

Tabla 9. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al acetato
de etilo, parte de la planta 'y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
la planta 'y color de medias
Acetato de etilo-FB 3 10.1235+0.31 10.2986 16.7 2.55 A
Acetato de etilo-FM 3 6.9035 * 0.57 7.0880 11.7 0.77 A
Acetato de etilo-FR 3 8.2293 +1.78 7.6795 13.7 1.48 A
Acetato de etilo-TB 3 2.8794 £ 0.07 2.8828 8.0 -0.53 B
Acetato de etilo-TM 3 1.9913 £ 0.28 2.0270 5.0 -1.60 B
Acetato de etilo-TR 3 1.0892 £ 0.17 1.0910 2.0 -2.67 B
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El analisis estadistico en cada uno de los disolventes arrojo dos grupos con diferencias
estadisticamente significativas. El grupo A conformado por los extractos pertenecientes a
flor y los extractos pertenecientes a tallo blanco en DCM (Tabla 10) y acetona (Tabla 11). El
grupo B conformado por los extractos pertenecientes a tallo.

Tabla 10. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al DCM,
parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
la planta y color de medias
DCM-FB 3 3.7701£0.88 | 3.66622 12.3 1.01 A
DCM-FM 3 3.1529+0.12 | 3.13427 10.0 0.18 A
DCM-FR 3 42278 +1.01 | 3.75966 15.0 1.95 A
DCM-TB 3 3.6242 +£0.58 | 3.74861 12.7 1.13 A
DCM-TM 3 1.6013 £ 0.34 | 1.74868 2.7 -2.43 B
DCM-TR 3 1.9139 +0.26 1.96765 4.3 -1.84 B

Tabla 11. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto a la
acetona, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media £ SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
la planta y color de medias
Acetona-FB 3 16.0795 + 4.31 13.6463 10.0 0.18 A
Acetona-FM 3 20.0543 £ 2.09 19.8785 12.7 1.13 A
Acetona-FR 3 21,7874+ 1.2 22.3965 16.3 2.43 A
Acetona-TB 3 18.5992 + 2.39 19.7027 11.0 0.53 A
Acetona-TM 3 6.9716 £ 0.59 6.7566 2.0 -2.67 B
Acetona-TR 3 8.1692 + 0.06 8.1609 5.0 -1.60 B

De acuerdo con la media el agua de flor blanca es el que contiene mayor cantidad de
compuestos extraidos (Tabla 14), seguido del extracto de etanol de flor blanca (Tabla 12), el
extracto acuoso de flor roja y el extracto de metanol de flor morada (Tabla 13).
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Tabla 12. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacion de extractos con respecto al etanol,
parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
plantay color de medias
Etanol-FB 3 125.8957 + 3.45 | 127.704 17.0 2.67 A
Etanol-FM 3 85.0318 + 8.83 85.533 14.0 1.60 A
Etanol-FR 3 61.3315+ 8.88 63.617 11.0 0.53 A
Etanol-TB 3 21.6499 +2.79 21.411 8.0 -0.53 B
Etanol-TM 3 9.3533+0.92 9.587 3.3 -2.19 B
Etanol-TR 3 9.5290 + 0.47 9.668 3.7 -2.07 B

Tabla 13. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacién de extractos con respecto al
metanol, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
la planta y color de medias
Metanol- FB 3 70.6277 +5.48 67.883 12.3 1.01 A
Metanol-FM 3 109.7828 + 12.68 | 107.151 17.0 2.67 A
Metanol-FR 3 73.0321 + 8.68 69.818 12.7 1.13 A
Metanol- TB 3 4.9206 + 0.62 4.608 3.0 -2.31 B
Metanol-TM 3 9.0469+1.1 8.835 8.0 -0.53 B
Metanol-TR 3 5.3448 £ 0.23 5.442 4.0 -1.95 B

Tabla 14. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney en la determinacién de extractos con respecto al agua,
parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase

de la planta y color de medias
Agua-FB 3 157.564 + 18.13 151.819 17.0 2.67 A
Agua-FM 3 88.8442 + 13.42 95.673 11.0 0.53 A
Agua-FR 3 122.5698 + 15.87 | 113.551 14.0 1.60 A
Agua-TB 3 5.6873 +0.39 5.565 2.0 -2.67 B
Agua-TM 3 13.0426 + 1.16 12.654 8.0 -0.53 B
Agua-TR 3 7.6604 +0.31 7.674 5.0 -1.60 B

Capacidad Antioxidante

Antes de realizar un analisis estadistico es necesario determinar la normalidad de la
poblacién, para posteriormente determinar que prueba estadistica se va a realizar. Se
determind la normalidad mediante la prueba de normalidad de Anderson-Darling, la cual
arrojo una p < 0.005 para las tres determinaciones, indicando que los datos no pertenecen a
una distribucion normal (Figura 39). [92] Las graficas muestran una distribucion Weibull de
2 parametros, perteneciente a una distribucién no normal por lo que se continua el analisis
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mediante la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis seguida de la prueba U de Mann-

Whitney. [93]

Figura 39. Gréficas de normalidad del porcentaje de inhibicion, contenido fendlico total y contenido de
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Contenido de antioxidantes: Flor vs Tallo.

De acuerdo con la cantidad de extractos obtenido de cada parte de la planta con
respecto a la relacion de la presencia de pigmentos y compuestos relacionados a temas
reproductivos y de defensa, se espera que la flor contenga mayor actividad antioxidante en
comparacion con el tallo. El anélisis estadistico para la determinacion del porcentaje de
inhibicién, contenido fendlico total y contenido de antocianinas (Tabla 15 a 17), determind
un valor de p=0.000, aceptando la hipotesis alternativa que indica que los datos poseen una
diferencia estadisticamente significativa. Graficamente se puede observar que la mediana
perteneciente a la flor en las tres determinaciones se encuentra por encima de la mediana
perteneciente al tallo (Figura 40 a 42).

Tabla 15. Prueba de Kruskal-Wallis en la determinacion del porcentaje de inhibicion.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Valor p
planta de medias
Flor 189 48.9997 + 21.56 55.3741 235.1 8.11 0.000
Tallo 189 30.4604 + 20.45 31.8727 143.9 -8.11
Porcentaje de inhibicién con respecto a la parte de la planta.
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Figura 40. Gréfica del porcentaje de inhibicién con respecto a la parte de la planta.

Tabla 16. Prueba de Kruskal-Wallis en la determinacion del contenido fendlico total.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Valor p
planta de medias
Flor 189 4486.8361 + 5868.96 | 2527.59 267.0 13.80 0.000
Tallo 189 111.5759 + 88.51 104.87 112.0 -13.80
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En la grafica del contenido fendlico total y en el contenido de antocianinas se
observan valores atipicos, esto se debe a que los claveles de color rojo y morado poseen
algunos extractos con mayor actividad antioxidante en comparacion con el clavel blanco, lo
que origina que los datos se encuentren fuera del rango intercuartilico y sobre todo de los
bigotes. En la determinacién de contenido fenolico total los datos pertenecen al agua de flor
roja (Figura 41) y en el contenido de antocianinas pertenecen a metanol, etanol y agua de flor
morada y roja (Figura 42).

Contenido fendlico total con respecto a la parte de la planta.
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Figura 41. Gréfica del contenido fendlico total con respecto a la parte de la planta.

Tabla 17. Prueba de Kruskal-Wallis en la determinacién de Antocianinas.

Parte de la N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Valor p
planta de medias
Flor 189 | 69.1963 +113.49 | 8.68342 225.3 6.37 0.000
Tallo 189 3.5315 £ 4.57 1.66989 153.7 -6.37
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Contenido de antocianinas con respecto a la parte de la planta.
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Figura 42. Gréfica del contenido de antocianinas con respecto a la parte de la planta.

Contenido de antioxidantes: Efecto de la Polaridad del Disolvente.

Los antioxidantes se encuentran presentes en las plantas en forma de vitaminas,
compuestos nitrogenados, terpenoides y compuestos fendlicos. [94] Los compuestos
fendlicos poseen uno o més grupos hidroxilo, confiriendole determinada polaridad a su
estructura, facilitando su extraccion con disolventes polares comparada con disolventes no
polares.[95] Las antocianinas al ser modificadas por glicosilacion, hidroxilacion, acilacion y
metilacion le proporciona a su estructura cierta polaridad, siendo compuestos solubles en
disolventes polares y principalmente en agua. [62] Los carotenoides poseen naturaleza
lipofilica y su extraccion da mayor rendimiento con disolventes como la acetona. Algunos
flavonoides con grupos hidroxilo muy metoxilados o sin residuos de azlcar, originan que su
polaridad disminuya y adquieran caracteristicas lipofilicas facilitando su extraccion con
disolventes de mediana polaridad como la acetona o acetato de etilo [96], la solubilidad de
los terpenos se da en disolventes no polares. [97] Los disolventes no polares también facilitan
la extraccidn de aceites y gomas. Debido a que la mayoria de los compuestos antioxidantes
se extraen con mayor facilidad en disolventes polares, se espera que la actividad antioxidante
sea mayor en la acetona, etanol, metanol y agua en comparacion con el hexano, acetato de
etiloy DMC.

En la determinacion del porcentaje de inhibicién de acuerdo con la prueba H de
Kruskal Wallis se obtuvieron dos grupos de acuerdo con su clasificacion de medias, el primer
grupo esta conformado por el hexano y el agua, los cuales de acuerdo con la U de Mann-
Whitney son estadisticamente diferentes. En el segundo grupo la acetona y el acetato de etilo
no poseen diferencia estadisticamente significativa. El acetato de etilo, DCM, etanol y
metanol son estadisticamente iguales (Tabla 18). La mediana de los disolventes polares a
excepcion del agua es mayor que la de los disolventes no polares. Graficamente se observan
varios datos atipicos en el hexano, correspondientes a la flor blanca (Figura 43).
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Tabla 18. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicidn con respecto a los

disolventes.
Disolvente N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Hexano 54 9.1089 £ 16.23 1.4530 58.1 -9.55 D
Acetato de 54 43.3532 + 22.63 34,5104 202.2 0.93 AB
etilo
DCM 54 44.3964 + 13.13 45.9785 201.7 0.89 A
Acetona 54 52.6655 + 17.81 59.8037 252.6 4,58 B
Etanol 54 47.4896 + 11.81 48.4784 219.2 2.16 A
Metanol 54 47.7475 + 13.24 48.1740 218.8 2.13 A
Agua 54 33.3493 + 28.91 32.0003 173.9 -1.13 C
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Figura 43. Gréfica del porcentaje de inhibicidn con respecto a la polaridad del disolvente.

El analisis de la determinacién del contenido fendlico total agrupa las muestras en
dos poblaciones, conformada por disolventes poco polares (hexano, acetato de etilo, DCM,
acetona) y disolventes polares (etanol, metanol y agua). Las medianas y la clasificacion de
medias es mayor en los disolventes polares comparada con los disolventes no polares (Tabla
19). El agua es el disolvente con mayor rango intercuartilico y bigotes, en tanto que el dicloro
muestra varios datos atipicos correspondientes a flor roja seguida de flor blanca (Figura 44).
Debido a que la unidad de medida estd en mg, existe una gran variacion dentro de las
poblaciones, por lo que cada disolvente pertenece a un grupo diferente y no son
estadisticamente iguales entre si.
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Tabla 19. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fendlico total con respecto a los

disolventes.
Disolvente | N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Hexano 54 61.4978 + 66.55 29.02 69.1 -8.75 F
Acetato de | 54 809.3453 + 876.27 511.58 171.8 -1.28 A
etilo

DCM 54 152.7919 + 143.08 112.45 1273 -4.52 D
Acetona 54 1172.5066 + 1127.78 511.58 171.8 -1.28 B
Etanol 54 3331.7163 £ 3316.45 2408.90 257.1 491 E
Metanol 54 2904.4901 + 3036.94 1785.94 221.7 2.34 G
Agua 54 7662.0940 £ 9483.73 3224.19 254.1 4.69 C
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Figura 44. Gréafica del contenido fendlico total con respecto a la polaridad del disolvente.

Las antocianinas son compuestos solubles en disolventes polares, aumentando su
presencia conforme aumenta la polaridad del disolvente, visualizdndose desde la acetona al
agua, extrayéndose en mayor cantidad en el etanol y metanol y disminuyendo su
concentracion en el agua. El etanol y el metanol no muestran diferencia estadisticamente
significativa, ambos son estadisticamente diferentes con la acetona y el agua (Tabla 20). Se
observan valores atipicos en el acetato de etilo, agua y metanol, correspondientes a extractos
de flor, especialmente de color morado y rojo (Figura 45).
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Tabla 20. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney de antocianinas con respecto a los disolventes.

Disolvente | N Media = SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Hexano 54 1.1969 + 1.96 0.0000 102.7 -6.31 D
Acetato de | 54 5.9588 + 5.82 5.0097 206.6 1.24 A
etilo
DCM 54 2.2451 £ 3.58 0.1670 125.6 -4.64 BD
Acetona 54 18.8911 £ 23.10 5.7611 193.1 0.26 A
Etanol 54 81.7115 + 100.96 20.2891 270.7 5.90 C
Metanol 54 103.8439 + 162.98 11.0213 261.6 5.24 C
Agua 54 40.7003 + 75.19 0.3340 166.2 -1.69 B
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Figura 45. Gréafica del contenido de antocianinas con respecto a la polaridad del disolvente.

Contenido de antioxidantes: Influencia del Pigmento.

Las antocianinas son estructuras pertenecientes a los flavonoides que proporcionan
diferentes pigmentaciones en las plantas, de acuerdo con su estructura poseen la capacidad
de eliminar radicales libres convirtiéndose en potenciales antioxidantes. Con respecto a la
presencia o0 ausencia de estos pigmentos, se espera mayor actividad antioxidante en claveles
de color morado y rojo en comparacion con los claveles blancos. En el porcentaje de
inhibicion se observa que el clavel morado es estadisticamente igual al clavel rojo y blanco.
El clavel rojo y blanco muestran diferencias estadisticamente significativas. Con respecto a
la mediana, el clavel morado es la planta con mayores compuestos que tienen la capacidad
de eliminar radicales, seguido del clavel blanco (Tabla 21, Figura 46)
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Tabla 21. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicién con respecto al color del

20

10

Blanco

AB
Morado
Color

Rojo

clavel.
Color N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Blanco | 126 42.9865 * 22.67 44,1599 203.0 1.70 A
Morado | 126 39.3425 + 24.08 46.2001 189.5 0.00 AB
Rojo 126 36.8611 + 21.80 38.0693 176.0 -1.70 B
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Figura 46. Gréafica del porcentaje de inhibicién con respecto al color del clavel.

La determinacion del contenido fendlico total muestra diferencias estadisticamente
significativas del clavel rojo con el clavel morado y el clavel blanco. El clavel blanco es
estadisticamente igual al morado. Con respecto a la media, el clavel con mayor contenido
fendlico es el clavel rojo seguido del clavel morado (Tabla 22). Todas las coloraciones de
clavel muestran valores atipicos correspondientes a etanol y agua de flor blanca; agua, etanol
y metanol de flor morada; agua y etanol de flor roja (Figura 47).

Tabla 22. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fenolico total con respecto al color del

clavel.
Color N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Blanco 126 1659.9924 + 2345.81 192.219 197.6 1.02 A
Morado 126 2207.2336 + 3965.26 178.454 190.8 0.16 A
Rojo 126 3030.3920 £ 6941.02 145.841 180.1 -1.18 B
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Contenido fenolico total con respecto al color de clavel.
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Figura 47. Gréfica del contenido fendlico total con respecto al color del clavel.

Las antocianinas estan presentes en mayor cantidad en los claveles rojos y morados,
proporcionando sus variedades de tonalidades, teniendo diferencia estadisticamente
significativa con el clavel blanco, en el que el contenido de antocianinas es casi nulo. El
clavel morado de acuerdo con su media tiene mayor cantidad de antocianinas (Tabla 23). Las
tres variedades de clavel muestran datos atipicos, pertenecientes a los extractos polares de la
flor, esto se debe a que en el tallo predomina la clorofila proporcionando el color verde y las
antocianinas se encuentran en los pétalos de la flor y poseen afinidad a disolventes polares
(Figura 48). La cantidad de antocianinas depende de la madurez de la planta, condiciones
ambientales de crecimiento y condiciones de estrés, originando su variabilidad.

Tabla 23. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido de antocianinas con respecto al color del

clavel.
Color N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
de medias
Blanco 126 4.8414 + 8.21A 1.00193 147.0 -5.35 A
Morado 126 68.9944 + 128.558 4.67569 210.8 2.68 B
Rojo 126 35.2560 + 63.208 5.42714 210.8 2.68 B
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Contenido de antocianinas con respecto al color del clavel
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Figura 48. Gréfica del contenido de antocianinas con respecto al color del clavel.

Contenido de antioxidantes: Clavel Rojo y Morado vs Blanco.

La pigmentacion de los claveles aumenta la cantidad de metabolitos secundarios
presentes en sus extractos en comparacion con el clavel blanco. Los pigmentos adicionales
se localizan principalmente en la flor, por lo que es relevante determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas con respecto a los tallos de diversas variedades de claveles.

La flor de clavel morado y de clavel rojo son los que poseen mayor cantidad de
metabolitos con la capacidad de donar un electrén o un &tomo de hidrégeno, estas variedades
de clavel poseen diferencia estadisticamente significativa con la flor de clavel blanco. Los
metabolitos presentes en las diferentes variedades de tallo no proporcionan diferencia
estadisticamente significativa entre ellos. La presencia de pigmentos influye en el porcentaje
de inhibicién solamente en la flor, los tallos muestran metabolitos similares (Tabla 24).

Tabla 24. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicidn con respecto a la parte de la
plantay al color del clavel.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
planta-Color de medias
Flor blanca | 63 57.4503 + 15.34 60.5247 2745 6.76 A
Flor morada | 63 48.0096 + 22.68 52.9307 231.4 3.34 C
Flor roja 63 41.5393 + 23.01 51.6506 199.2 0.78 C
Tallo blanco | 63 28.5226 + 19.38 32.5549 131.5 -4.61 B
Tallo 63 30.6754 + 22.40 25.3846 147.6 -3.34 B
morado
Tallo rojo 63 32.1830 + 19.61 34.9795 152.7 -2.92 B

44



En cada variedad de clavel, la parte que contiene mayores componentes con actividad
antioxidante es la flor comparada con el tallo. La flor del clavel morado muestra datos
atipicos correspondientes a los extractos de hexano, en los que no se demuestra la presencia
de compuestos con actividad antioxidante (Figura 49).

Porcentaje de inhibicion con respecto a la parte de la planta y el color.
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Figura 49. Gréfica del porcentaje de inhibicidn con respecto a la parte de la planta y el color del clavel.

Los compuestos fendlicos se encuentran en mayor cantidad en los extractos de flor,
sin tener diferencias estadisticamente significativas entre las variedades de color. Los
extractos de tallo contienen menor cantidad de compuestos fenolicos en especial los
provenientes de tallo rojo. Con respecto a la media los extractos de flor roja son los que
contienen mayor cantidad de compuestos fendlicos (Tabla 25).

Tabla 25. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fendlico total con respecto a la parte de la
plantay al color del clavel.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
planta-Color de medias
Flor blanca | 63 3200.6668 * 2502.96 2860.93 273.2 6.66 A
Flor morada | 63 4278.8034 + 4792.23 1075.80 256.6 5.34 A
Flor roja 63 5981.0380 + 8439.28 2527.59 271.4 6.52 A
Tallo blanco | 63 119.3180 + 75.33 106.72 122.0 -5.37 B
Tallo 63 135.6638 + 116.17 124.97 125.0 -5.13 B
morado
Tallo rojo 63 79.7460 + 53.90 89.66 88.9 -8.01 C
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El extracto acuoso de flor roja contiene una elevada cantidad de compuestos fendlicos
que sobresalen de la concentracion con el resto de los disolventes, mostrandose como valores
atipicos. En la Figura 50, se observa una gran diferencia en el contenido fendlico con respecto
a laflor y el tallo. La pigmentacion del clavel no proporciona mayor contenido fendlico en

los extractos.

Figura 50. Gréfica del contenido fendlico total con respecto a la parte de la planta y color del clavel.
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Las extracciones con mayor cantidad de antocianinas fueron las del clavel de flor
morada y roja, debido a que esos pigmentos les proporcionan su coloracién. En tanto que, el
clavel blanco no posee una relevante cantidad de antocianinas, lo que origina que no exista
una diferencia estadisticamente significativa con los tallos provenientes de los diferentes
claveles. El tallo de clavel blanco es el que contiene menor cantidad de antocianinas y es
estadisticamente diferente al tallo de clavel rojo, el tallo de clavel rojo es el tallo con mayor
contenido de antocianinas (Tabla 26).

Tabla 26. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido de antocianinas con respecto a la parte de
la planta y al color del clavel.

Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
planta-Color de medias
Flor blanca 63 7.0241 £10.20 1.6699 161.5 223 AC
Flor morada | 63 134.1161 + 157.08 55.1063 261.3 5.71 B
Flor roja 63 66.4488 + 77.83 36.4036 253.0 5.06 B
Tallo blanco | 63 2.6586 +4.71 0.5010 1324 -4.54 A
Tallo 63 3.87271 £4.77 1.8369 160.2 -2.33 AC
morado
Tallo rojo 63 4.0633 +4.15 3.8407 168.5 -1.67 C
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En el Figura 51 se observa que los extractos de flor de clavel morado y rojo son los
que contienen mayor cantidad de antocianinas. En la determinacion de antocianinas se
observa mayor contenido en el tallo de clavel rojo y morado. Se presentan valores atipicos
correspondientes a extractos de disolvente polares y al acetato de etilo.

Contenido de antocianinas con respecto a la parte de la planta y el color.
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Figura 51. Gréfica del contenido de antocianinas con respecto a la parte de la planta y color del clavel.

Contenido de antioxidantes: Polar vs Apolar.
Debido a la naturaleza de los compuestos que poseen actividad antioxidante, su
extraccion de acuerdo con su solubilidad es mayor en disolventes polares en comparacion

con disolventes no polares. Sin importar la variedad del clavel, sus extractos polares deben
presentar mayor actividad antioxidante.

En la prueba de captacion del radical libre DPPH se observan las medianas mas
grandes en el acetato de etilo de clavel blanco, asi como en los extractos de dicloro, acetona,
etanol y metanol. Al tratarse de extracciones consecutivas, disminuye la cantidad de
compuestos antioxidantes en el agua. De acuerdo con la clasificacion de medias, se presenta
mayor cantidad de compuestos antioxidantes en la acetona roja, acetona blanca, acetato de
etilo blanco y etanol morado (Tabla 27), los cuales no poseen diferencias estadisticamente
significativas (Figura 52).

47



Tabla 27. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicién con respecto al disolvente y
al color del clavel.

Disolvente- N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z Clase
Color de medias
Hexano-B 18 23.3251 + 22.05 22.5929 113.3 -3.03 L
Hexano-M 18 0.9661 + 2.45 0.0000 23.5 -6.60 |
Hexano-R 18 3.0355 + 2.45 4.2496 374 -6.05 J
Acetato de 18 56.4507 + 20.04 60.9270 266.2 3.05 ADE
etilo-B
Acetato de 18 45,8993 + 25.98 1.8369 160.2 -2.33 B
etilo-M
Acetato de 18 27.7094 + 8.47 3.8407 168.5 -1.67 FKL
etilo-R
DCM-B 18 46.5988 + 14.24 45.0193 215.8 1.05 AD
DCM-M 18 47.5666 + 11.83 50.4304 217.9 1.13 A
DCM-R 18 39.0237 + 12.18 38.0867 1714 -0.72 BGHL
Acetona-B 18 56.7154 + 16.76 62.9524 273.7 3.35 DE
Acetona-M 18 42.0261+ 21.75 34.0969 195.1 0.22 C
Acetona-R 18 59.2550 + 7.18 60.1520 288.9 3.96 E
Etanol-B 18 42.0645 + 12.98 40.8128 189.1 -0.02 BH
Etanol-M 18 52.6435 + 9.58 54.1146 248.7 2.36 ADE
Etanol-R 18 47.7608 + 10.74 47.6939 219.8 1.20 AD
Metanol- B 18 45,1750 + 15.98 44.1740 205.3 0.63 A
Metanol-M 18 51.0128 £ 11.92 49.5904 237.5 191 AD
Metanol-R 18 47.0546 + 11.42 51.0763 213.6 0.96 A
Agua-B 18 30.5758 + 31.60 26.2302 157.7 -1.27 | FGHJKL
Agua-M 18 35.2833 + 26.50 35.1640 183.3 -0.25 K
Agua-R 18 34.1889 + 29.88 31.9620 180.8 -0.35 FKL
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Porcentaje de inhibicion con respecto al disolvente y al color del clavel.
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Figura 52. Gréfica del porcentaje de inhibicion con respecto al disolvente y al color del clavel.

La determinacion de contenido fendlico total demuestra que los disolventes polares
poseen mayor cantidad de compuestos fenolicos, los extractos acuosos de clavel morado y
rojo son los que presentan mayor contenido de compuestos fenélicos y éstos no presentan
diferencia estadisticamente significativa con los extractos acuosos de clavel blanco, extractos
etandlicos, extracto de acetona y acetato de etilo de clavel blanco. El hexano es el disolvente
con menor cantidad de compuestos fendlicos, siendo estadisticamente similares con el DCM
y acetato de etilo pertenecientes al clavel morado (Tabla 28, Figura 53).

Tabla 28. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fendlico total con respecto al disolvente y
al color del clavel.

Disolvente- N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Z Clase
Color de medias

Hexano-B 18 95.3735 £ 90.62 70.5 102.1 -3.48 Q

Hexano-M 18 42.2325 +52.25 29.0 59.4 -5.18 R

Hexano-R 18 39.9382 + 39.43 315 457 -5.72 S

Acetato de 18 1283.8039 + 1172.34 1210.3 218.1 1.14 ADEFGIIK
etilo-B

Acetato de 18 496.9453 +510.80 440.3 139.1 -2.01 LPQS
etilo-M

Acetato de 18 642.0810 + 629.35 556.1 158.4 -1.24 M
etilo-R
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Continuacién tabla 28. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fendlico total con respecto al

disolvente y al color del clavel.

Disolvente- N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z Clase
Color de medias
DCM-B 18 133.8503 + 90.27 103.2 133.6 -2.22 LMPQ
DCM-M 18 67.2701 + 70.21 1125 106.0 -3.32 ORS
DCM-R 18 229.1711 + 207.41 201.7 142.4 -1.87 P
Acetona-B 18 1528.8577 + 1321.01 1458.2 254.1 2.57 BEFGHIJK
Acetona-M 18 570.0112 + 593.71 618.0 231.9 1.69 CFJ
Acetona-R 18 1311.8655 + 1251.38 1283.8 190.2 0.03 DEFJK
Etanol-B 18 3665.8539 + 3586.81 3648.4 265.1 3.01 HK
Etanol-M 18 3792.3661 + 3900.29 3740.3 266.6 3.07 | ABCDEFHI
Etanol-R 18 2456.6711 + 2368.77 2396.5 239.5 1.99 UK
Metanol- B 18 1802.9609 £+ 1748.17 1756.3 205.9 0.65 ABEFJK
Metanol-M 18 3217.7295 £ 3304.11 3252.5 234.8 1.80 J
Metanol-R 18 3631.4418 + 3633.32 3541.4 224.5 1.39 K
Agua-B 18 3109.2466 + 3110.15 3087.1 204.3 0.59 =N
Agua-M 18 6802.8118 + 7003.59 6707.6 297.6 4.30 FHIJK
Agua-R 18 | 12901.5754 + 13138.59 | 12597.3 260.2 2.81 GHI

Contenido fenélico total con respecto al disolvente y al color del clavel.
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Figura 53. Gréfica del contenido fendlico total con respecto al disolvente y al color del clavel.
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El extracto metanolico de clavel morado es el que contiene mayor cantidad de
antocianinas y es estadisticamente similar a los extractos pertenecientes a acetona, etanol,
agua de clavel morado y etanol de clavel rojo. Se observan datos atipicos pertenecientes a las
determinaciones correspondiente a la flor, por lo que las antocianinas no son muy solubles
en disolventes apolares como el hexano, acetato de etilo y DCM, que son los disolventes con
menor cantidad de antocianinas (Tabla 29, Figura 54).

Tabla 29. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido de antocianinas con respecto al disolvente
y al color del clavel.

Disolvente- N Media £ SD Mediana | Clasificacion | Valor Z | Clase
Color de medias
Hexano-B 18 1.3174 £2.25 0.000 104.0 -3.40 JLM
Hexano-M 18 6.9896 + 7.93 0.000 63.8 -5.00 | JLMQR
Hexano-R 18 3.4249 £ 1.97 2421 140.3 -1.96 R
Acetato de 18 57147 £3.10 6.262 217.6 1.12 A
etilo-B
Acetato de 18 8.8416 + 6.28 4.001 186.2 -0.13 1Q
etilo-M
Acetato de 18 23.8453 + 16.45 5.427 215.9 1.05 BF
etilo-R
DCM-B 18 0.8813 +£1.49 0.000 96.9 -3.68 M
DCM-M 18 30.6170 + 39.44 0.083 119.0 -2.80 |
DCM-R 18 15.4886 + 14.71 3.757 160.9 -1.14 IQR
Acetona-B 18 0.8999 + 1.45 0.000 93.5 -3.82 IM
Acetona-M 18 138.1726 + 94.05 30.141 296.9 4.28 CH
Acetona-R 18 72.4120 + 25.58 18.202 188.8 -0.03 K
Etanol-B 18 17.6915 + 12.31 20.289 251.6 2.47 F
Etanol-M 18 197.3164 + 36.43 | 107.875 285.9 3.84 CG
Etanol-R 18 184.9536 + 33.88 | 103.199 274.6 3.39 GH
Metanol- B 18 7.2362 + 8.58 4.008 192.8 0.13 A
Metanol-M 18 287.6034 + 163.21 | 219.590 301.9 4.47 DGH
Metanol-R 18 124.4116 + 27.37 69.300 290.3 4.01 CE
Agua-B 18 0.1484 £ 0.44 0.000 72.5 -4.66 JLM
Agua-M 18 274.6917 £ 74.56 96.269 221.6 1.28 D
Agua-R 18 87.1458 £50.05 16.114 204.6 0.60 E
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Contenido de antocianinas con respecto al disolvente y al color del clavel.
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Figura 54. Gréfica del contenido de antocianinas con respecto al disolvente y al color del clavel.

Contenido de antioxidantes: Disolvente Polar vs Flor Morada y Roja.

La mayoria de los compuestos antioxidantes contienen en su estructura grupos
hidroxilo, confiriendo cierta polaridad a la molécula, facilitando su extraccion con esta clase
de disolvente. La flor es la parte de la planta que contiene mayor cantidad de metabolitos
secundarios y especificamente el clavel morado ha mostrado mayor actividad antioxidante
en comparacion con el clavel blanco.

En la prueba de captacion de radicales se observa que los extractos con mayor
actividad antioxidante son los correspondientes al acetato de etilo de flor blanca y morada,
la acetona y el agua de la flor de clavel. Los extractos acuosos de tallo y los de hexano de

tallo y flor roja son los que contienen menor actividad antioxidante (Tabla 30, Figura 55).

Tabla 30. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicion con respecto al disolvente,

parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Clase
la planta'y color de medias 4
Hexano-FB 9 44,4184 +4.79 0.0000 23.9 -4.60 A
Hexano-FM 9 0.0000 £ 0.00 44,7832 195.4 0.17 D
Hexano-FR 9 1.0047 £1.72 0.0000 15.5 -4.84 B
Hexano-TB 9 2.2318 £3.02 0.0000 31.1 -4.40 CD
Hexano-TM 9 1.9321 +£3.27 0.1147 31.6 -4.39 B
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Continuacién tabla 31. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del porcentaje de inhibicion con respecto
al disolvente, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de N Media + SD Mediana | Clasificacion | Valor Clase
la plantay color de medias 4
Hexano-TR 9 5.0663 +0.73 4.8704 51.0 -3.85 EC
Acetato de etilo-FB 9 75.2480 + 1.13 75.2033 369.8 5.01 GM
Acetato de etilo-FM 9 70.5605 + 4.74 71.8654 351.4 4.50 HMN
Acetato de etilo-FR 9 21.1886 + 6.57 22.0770 93.1 -2.68 F
Acetato de etilo-TB 9 37.6535+ 7.57 36.1893 162.6 -0.75 Al
Acetato de etilo-TM 9 21.2382 + 6.57 24.9632 89.7 -2.77 F
Acetato de etilo-TR 9 34.2302+1.51 34.2761 146.9 -1.18 |
DCM-FB 9 55.8751 + 12.59 61.9795 269.9 2.24 JNW
DCM-FM 9 54.2760 + 6.19 55.3741 256.9 1.87 KNJ
DCM-FR 9 44,9871 £ 11.00 44.0022 202.9 0.37 LPWJ
DCM-TB 9 37.3224 + 8.88 35.6844 161.7 -0.77 Al
DCM-TM 9 40.8571 = 12.56 45.6684 178.9 -0.29 Al
DCM-TR 9 33.0604 + 10.68 30.3995 139.9 -1.38 Al
Acetona-FB 9 70.0414 £5.22 68.1013 348.8 4.43 NM
Acetona-FM 9 61.7331+10.91 67.9634 300.9 3.10 NOP
Acetona-FR 9 61.3881 + 8.40 61.9906 300.8 3.09 OQK
Acetona-TB 9 43.3894 + 13.05 38.3985 198.5 0.25 PSTUW
Acetona-TM 9 22.3190 + 3.50 23.1425 89.2 -2.79 F
Acetona-TR 9 57.1219 +5.35 59.6208 277.1 2.43 | QSUXYZ
Etanol-FB 9 43.2109 + 15.20 42.1274 196.7 0.20 SVWJ
Etanol-FM 9 47.1606 £ 9.40 50.5635 214.9 0.71 TVWI]
Etanol-FR 9 52.1003 £ 12.70 58.4502 248.3 1.63 uvWed]
Etanol-TB 9 40.9180 + 11.15 39.4982 181.4 -0.22 Al
Etanol-TM 9 58.1263 + 6.25 60.3624 282.6 2.59 VXYZ
Etanol-TR 9 43.4214 + 6.44 46.1022 191.2 0.05 WXYa
Metanol- FB 9 52.6081 = 17.73 53.1141 247.2 1.60 XcdJ
Metanol-FM 9 41.4559 +7.37 44.8012 180.2 -0.26 Al
Metanol-FR 9 47.1660 £14.67 54.8928 216.1 0.74 YJ
Metanol- TB 9 37.7418 £ 10.21 36.4875 163.4 -0.73 Al
Metanol-TM 9 60.5697 + 6.49 59.6672 294.8 2.93 Y4
Metanol-TR 9 46.9432 + 7.86 47.7154 211.1 0.60 Aj
Agua-FB 9 60.7502 + 8.55 57.2967 293.4 2.89 bcz
Agua-FM 9 60.8813 + 2.92 61.0233 300.2 3.08 cdz
Agua-FR 9 62.9399 + 5.61 64.5592 309.6 3.34 dz
Agua-TB 9 0.4014 £ 0.73 0.0000 21.9 -4.66 B
Agua-TM 9 9.6853 +2.98 10.6696 66.3 -3.42 R
Agua-TR 9 5.4379 £ 2.41 5.0355 52.0 -3.82 E
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Porcentaje de inhibicion con respecto al disolvente, parte de la planta y color.
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Figura 55. Gréfica del porcentaje de inhibicidn con respecto al disolvente, parte de la planta y color del clavel.

Los compuestos fendlicos se encuentran en mayor cantidad en los extractos acuosos
de flor roja y flor morada, seguidos de los extractos etanolicos, metandlicos de flor y el
extracto acuoso de flor blanca. La menor cantidad de compuestos fenolicos se encuentra en
los extractos de hexano correspondientes a tallo (Tabla 31, Figura 56)

Tabla 31. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fenolico total con respecto al disolvente,
parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
planta y color de medias
Hexano-FB 9 179.1787 + 40.59 64.4 86.3 -2.87 AO
Hexano-FM 9 84.3898 + 42.46 169.6 181.6 -0.22 BC
Hexano-FR 9 75.1418 + 22.66 87.1 92.7 -2.69 CNU
Hexano-TB 9 11.5684 + 1.08 11.2 22.7 -4.64
Hexano-TM 9 0.0751 £ 0.17 12.7 26.2 -4.54 E
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Continuacién tabla 31. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido fendlico total con respecto al
disolvente, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Z | Clase
plantay color de medias
Hexano-TR 9 47346 £ 1.16 49 5.0 -5.13 F
Acetato de etilo-FB 9 2420.2567 £ 120.09 | 2480.7 276.6 2.42
Acetato de etilo-FM 9 990.3282 + 82 1009.3 252.0 1.74 P
Acetato de etilo-FR 9 1246.8617 + 136.78 1244.1 263.0 2.04 Q
Acetato de etilo-TB 9 147.3511 + 14.94 147.1 159.6 -0.83 AG
Acetato de etilo-TM 9 3.5624 +2.27 12.7 26.2 -4.54 F
Acetato de etilo-TR 9 37.3002 + 2.83 37.0 53.8 -3.77 B
DCM-FB 9 211.8144 +60.30 180.0 198.2 0.24 R
DCM-FM 9 134.5217 + 17.27 137.8 145.3 -1.23 G
DCM-FR 9 429.3689 + 34.55 447.9 238.8 1.37
DCM-TB 9 55.8862 + 2.11 56.6 69.0 -3.35 B
DCM-TM 9 0.0186 + 0.06 47.0 66.7 -3.41 E
DCM-TR 9 28.9733+6.33 26.9 46.0 -3.99
Acetona-FB 9 2809.0836 +141.98 | 2860.9 293.0 2.88
Acetona-FM 9 1128.4816 £ 217.44 1006.8 256.0 1.85 PQ
Acetona-FR 9 2527.6792 + 40.55 2527.6 282.4 2.58
Acetona-TB 9 248.6318 + 19.87 238.9 215.1 0.71 R
Acetona-TM 9 11.5408 £ 5.15 219.1 207.9 0.51
Acetona-TR 9 96.0518 + 8.55 97.5 98.0 -2.54 BN
Etanol-FB 9 7151.4648 + 43.34 7149.3 340.8 4.20 S
Etanol-FM 9 7580.0379 +£215.72 | 7683.1 356.0 4.63
Etanol-FR 9 4757.9884 + 84.61 4777.4 311.0 3.38
Etanol-TB 9 180.2429 + 18.85 190.6 189.3 -0.00 0
Etanol-TM 9 46942 +1.71 173.1 177.2 -0.34 F
Etanol-TR 9 155.3539 + 15.53 165.2 168.0 -0.60 A
Metanol- FB 9 3501.2390 + 69.62 35254 302.0 3.13
Metanol-FM 9 6428.4455 + 65.65 6430.0 329.0 3.88
Metanol-FR 9 7161.8271 £94.42 7203.5 344.2 4.30 S
Metanol- TB 9 104.6829 + 4.93 106.7 109.8 -2.22 BC
Metanol-TM 9 7.0135 + 3.88 125.0 140.7 -1.36 F
Metanol-TR 9 101.0566 + 8.78 105.6 104.8 -2.35 BC
Agua-FB 9 6131.6308 + 42.48 6124.5 320.0 3.63
Agua-FM 9 13605.4194 + 334.60 | 13606.2 365.0 4.88
Agua-FR 9 25668.3992 + 302.18 | 25700.6 374.0 5.13
Agua-TB 9 86.8625 + 9.44 88.4 88.7 -2.80 B
Agua-TM 9 0.2041 +£0.29 347.2 230.2 1.13
Agua-TR 9 134.7517 + 13.07 131.2 146.4 -1.20 G
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Contenido fenolico total con respecto al disolvente, parte de la planta y color.
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Figura 56. Gréfica del contenido fendlico total con respecto al disolvente, parte de la planta y color del clavel.

El mayor contenido de antocianinas corresponde al extracto metandlico de flor
morada seguido de los extractos etanolicos de flor morada, roja, asi como el extracto acuoso
de flor morada y extracto metanolico de flor roja. Los extractos acuosos de tallo poseen nula
cantidad de antocianinas al igual que los extractos de hexano (Tabla 32, Figura 57).

Tabla 32. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido de antocianinas con respecto al
disolvente, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Clase
planta 'y color de medias z
Hexano-FB 9 1.8183 £ 2.94 2.505 136.6 -1.47 | AGIOQS
Hexano-FM 9 0.0000 £ 0.00 0.000 110.1 -2.21
Hexano-FR 9 2.1152 +1.74 0.000 56.0 -3.71 AIQS
Hexano-TB 9 0.8164 +1.24 0.000 97.9 -2.55 AOQS
Hexano-TM 9 13.9738 £ 4.87 0.000 71.6 -3.28 E
Hexano-TR 9 4.7346 + 1.16 1.837 143.9 -1.27 IG
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Continuacién tabla 32. Prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney del contenido de antocianinas con respecto
al disolvente, parte de la planta y color del clavel.

Disolvente- Parte de la N Media + SD Mediana | Clasificacién | Valor Clase
plantay color de medias 4
Acetato de etilo-FB 9 7.0692 +1.88 7.681 243.8 151 af
Acetato de etilo-FM 9 3.7093+0.89 4.000 187.7 -0.05 GJQ
Acetato de etilo-FR 9 10.3904 + 12.63 4.342 1924 0.08 af
Acetato de etilo-TB 9 4.3603 + 3.57 5.845 191.4 0.05 a
Acetato de etilo-TM 9 13.9738 + 4.87 4.008 184.6 -0.14 E
Acetato de etilo-TR 9 37.3002 + 2.83 5.678 239.4 1.39 d
DCM-FB 9 0.3896 + 0.64 0.000 84.3 -2.92 IT
DCM-FM 9 5.0468 + 6.45 2.672 175.3 -0.39 AQ
DCM-FR 9 2.0039 +3.26 0.000 113.3 -2.12 AQIT
DCM-TB 9 1.3730 £ 1.94 0.000 109.5 -2.22 AlQ
DCM-TM 9 56.1872 + 42.33 0.000 62.7 -3.52 M
DCM-TR 9 28.9733+6.33 4.843 208.4 0.52 e
Acetona-FB 9 1.4101+1.81 0.000 109.8 -2.22 AQT
Acetona-FM 9 51.2335 + 8.46 55.106 324.2 3.74 fg
Acetona-FR 9 48.7723 £ 7.74 48.093 321.7 3.67 g
Acetona-TB 9 0.3896 +0.77 0.000 77.3 -3.12 oT
Acetona-TM 9 225.1116 + 41.46 9.184 269.7 2.23 hj
Acetona-TR 9 96.0518 + 8.55 0.000 56.0 -3.71 M
Etanol-FB 9 26.7924 +7.02 25.549 299.3 3.05 e
Etanol-FM 9 229.4231 +15.44 | 227.825 362.0 4.79 jk
Etanol-FR 9 214.5533 + 15.07 | 214.247 356.2 4.63 hk
Etanol-TB 9 8.5906 +9.28 4.342 203.8 0.40 a
Etanol-TM 9 165.2097 + 16.21 5.010 209.9 0.57 mn
Etanol-TR 9 155.3539 + 15.53 5.344 192.9 0.10 n
Metanol- FB 9 11.6892 + 10.28 9.685 227.3 1.05 a
Metanol-FM 9 4455171 + 13.78 450.260 374.0 5.13
Metanol-FR 9 147.7666 + 16.95 | 147.618 338.0 4.13 n
Metanol- TB 9 2.7831+2.49 3.507 158.2 -0.87 Q
Metanol-TM 9 129.6897 + 17.51 6.012 229.9 1.12
Metanol-TR 9 101.0566 +8.78 10.353 242.5 1.47
Agua-FB 9 0.0000 + 0.00 0.000 56.0 -3.71
Agua-FM 9 203.8826 + 7.35 201.723 349.8 4.45 h
Agua-FR 9 39.5400 + 7.32 37.072 313.1 3.43 d
Agua-TB 9 0.2969 + 0.59 0.000 88.9 -2.79 ST
Agua-TM 9 345.5007 + 21.88 0.167 934 -2.67
Agua-TR 9 134.7517 + 13.07 0.334 96.2 -2.59
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Contenido de antocianinas de acuerdo al disolvente, parte de la planta y color.
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Figura 57. Gréfica del contenido de antocianinas de acuerdo con el disolvente, parte de la planta y color del
clavel.

La flor al contener los pigmentos y metabolitos secundarios relacionados con la proteccion y
defensa de la planta posee mayor cantidad de antioxidantes que el tallo. La capacidad
antioxidante de inhibir al radical DPPH del clavel blanco y morado no tienen diferencia
estadisticamente significativa, siendo los extractos de acetato de etilo de flor blanca y morada
junto con los extractos de acetona y agua pertenecientes a flor los que contienen la mayor
cantidad de metabolitos secundarios capaces de inhibir al radical DPPH. La extraccion de los
compuestos fendlicos se facilita en disolventes polares, debido a la polaridad que le confieren
los grupos hidroxilo en su estructura. Los extractos acuosos de flor roja y morada contienen
la mayor cantidad de compuestos fendlicos, esto es consecuencia de la polaridad del
disolvente, por el contrario, el extracto de hexano es el que contiene la menor cantidad de
compuestos fenolicos. Las antocianinas al ser pigmentos hidrosolubles se encuentran casi
ausentes en el clavel blanco, su mayor concentracion fue observada en el extracto metandlico
de flor morada. El clavel morado posee extractos que obtuvieron una elevada capacidad
antioxidante en las tres determinaciones realizadas, lo que indica que presenta un alto
contenido de antocianinas y de compuestos fendlicos que le otorgan la capacidad de inhibir
al radical DPPH. Su alto contenido antioxidante puede ser atribuido a los pigmentos que
contiene, debido a que es la Unica caracteristica diferente entre las tres variedades de clavel.
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Conclusiones

1. Los extractos correspondientes a la flor (Z=6.85) del clavel poseen diferencia
estadisticamente significativa con los extractos de tallo (Z=-6.85). El disolvente que
permiti0 mayor extraccion de metabolitos secundarios del clavel es el agua
(X = 65.894), por el contrario, el DCM (X = 3.048) extrajo la menor cantidad de
compuestos. Del clavel blanco (X = 32.987) se obtuvieron la mayor cantidad de
compuestos extraidos. Con respecto a las extracciones diferenciales realizadas, se
obtuvo mayor cantidad de compuestos extraidos en el extracto acuoso de flor blanca
(X = 157.564) y lamenor cantidad en el extracto de acetato de etilo correspondiente
atallo rojo (X = 1.089).

2. Los compuestos antioxidantes con la capacidad de donar electrones o un radical
hidrégeno al radical DPPH se presentan en mayor cantidad en la flor, su extraccion
se facilitd en disolventes polares (acetona, etanol, metanol) comparada con
disolventes apolares (hexano, acetato de etilo, DCM). La mayor capacidad de
porcentaje de inhibicion fue proporcionada por el clavel blanco (X = 42.986) sin
diferencia estadisticamente significativa con el clavel morado (X = 39.342). El
extracto con mayor porcentaje de inhibicion corresponde al acetato de etilo de flor
blanca (X = 75.203), morada (X = 71.865) y los extractos de flor correspondientes
aacetonay agua; por el contrario, los de menor porcentaje de inhibicidn corresponden
a los extractos acuosos de tallo y de hexano de tallo y flor roja.

3. Los compuestos fendlicos del clavel se presentan en mayor cantidad en la flor,
especialmente en disolventes polares como el etanol, metanol y agua. El clavel blanco

()? = 192.219) posee la mayor cantidad de compuestos fenolicos en comparacion
con el clavel rojo (X = 145.841). Los extractos acuosos de flor roja (X = 25700.6)
y morada ()? = 13606.2) son los que contienen mayor cantidad de compuestos

fenolicos, en cambio, los extractos de tallo correspondientes a hexano son los que
contienen la menor cantidad.

4. Las antocianinas se encuentran presentes en mayor cantidad en la flor del clavel rojo
(X =4.675) y morado (X =5.427), en comparacién con el clavel blanco
()? = 1.001), su extraccion se facilitdo en disolventes polares (etanol, metanol y
agua). El extracto con mayor contenido de antocianinas es el extracto metandlico de
flor morada (X = 450.260), seguido de los extractos etanélicos de flor morada y

roja, al contrario de los extractos acuosos de tallo y los extractos correspondientes a
hexano.
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