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RESUMEN

Calendula officinalis L., es cultivada y utilizada en Cuba por sus propiedades medicinales.
Su uso ha disminuido por la poca disponibilidad y problemas en su propagacion. Se emplea
el riego con agua tratada magnéticamente (ATM) por su efecto positivo en el crecimiento y
desarrollo de especies vegetales. Se propone evaluar el efecto del riego con ATM en
parametros de calidad y capacidad antioxidante in vitro de extractos foliares en agua y en
etanol, para su uso como fitomedicamento. Se emplearon plantas control y cultivadas con
ATM en un rango de induccién de 100-150 mT. El tratamiento favorecidé parametros de
calidad y no afectd la presencia cualitativa de metabolitos. Estimulé el incremento de
compuestos fendlicos, flavonoides, la actividad secuestradora del radical DPPHe, poder
reductor y capacidad antioxidante total, con los mayores valores para el extracto en etanol.
Estos cambios favorecen la calidad de los extractos para su futuro uso como

fitomedicamento.

Palabras clave: caléndula; agua tratada magnéticamente; extractos; metabolitos; capacidad

antioxidante in vitro.

ABSTRACT

Calendula officinalis L., is cultivated and used in Cuba for its medicinal properties. Its use
has decreased due to its limited availability and propagation problems. Irrigation with
magnetically treated water (MTW) is used for its positive effect on the growth and
development of plant species. It is proposed to evaluate the effect of irrigation with MTW on
quality parameters and in vitro antioxidant activity of foliar extracts in water and ethanol, for
use as phytomedicine. Control plants and plants grown with MTW at an induction range of
100-150 mT were used. The treatment favored quality parameters and did not affect the
qualitative presence of metabolites. It stimulated the increase of phenolic compounds,
flavonoids, DPPHe radical scavenging activity, reducing power and total antioxidant
capacity, with the highest values for the ethanol extract. These changes favor the quality of

the extracts for future use as phytomedicine.

Keywords: marigold; magnetically treated water; extracts; metabolites; antioxidant capacity

in vitro.
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales con interés terapéutico es
una alternativa que genera la reduccion de efectos
secundarios durante la terapia, asi como la disminucién
en el consumo de farmacos, a partir de la sustitucion de
estos por productos naturales. Sin embargo, para
diversas especies vegetales, su disponibilidad como
materia prima para la industria de los
fitomedicamentos estd amenazada. La recoleccion
excesiva para su comercializacion y el uso intensivo de
agrotdxicos, son algunos factores que afectan el cultivo
sustentable de plantas medicinales con principios
activos de interés farmacoldgico.) La familia
Asteraceae, posee un gran numero de plantas
medicinales, muy utilizadas en la proteccion de la salud
humana. En especial, Calendula officinalis L., se
utiliza en la regeneracion de las células epidérmicas y
enfermedades relacionadas al estrés oxidativo.

En Cuba, su uso se extiende a la industria alimenticia y
farmacéutica. Su cultivo es de interés para la
elaboracion de fitomedicamentos y es una de las
especies incluidas en el “Formulario Nacional de
Fitofarmacos y Apifarmacos”.) Su extracto fluido,
crema al 10 % y jarabe al 10 % son las formulaciones
que se elaboran a partir de sus flores, y se
comercializan en el pais.

Las propiedades cicatrizantes, antimicrobianas,
antiinflamatorias y antivirales, permiten su indicacion
en el tratamiento de dermatosis, forinculos, eczemas,
procesos inflamatorios, trastornos circulatorios,
inmunodepresion y herpes.? Estudios etnobotanicos
documentan su uso frecuente y la demanda de
formulaciones derivadas de los extractos de la planta,
las que no se garantizan por su poca disponibilidad.®
Esto demuestra el interés en su materia prima para la
industria farmacéutica y la necesidad de garantizar su
cultivo.

Algunos compuestos bioactivos de interés son las
saponinas triterpenicas (calenduldsidos A, D, Fy Do) y
alcoholes triterpénicos (o y B-amirina, taraxasterol,
arnidiol y faradiol); asi como flavonoides (3-O-
glicosidos de isoramnetina y quercetina) y é&cidos
fendlicos (cumarico, vainillico, cafeico, ferulico, p-
hidroxibenzoico, clorogénico y o-cumarico). Contiene
de 0,2 a 0,3 % de aceites esenciales, en su mayoria
conformados por terpenos.® Las partes mas utilizadas
de la planta en la obtencion de compuestos bioactivos
son las flores y hojas, frescas o secas para la
preparacion de infusiones y unguentos.

Para mejorar la disponibilidad de la caléndula, se han
empleado suelos enriquecidos con compost Yy
biofertilizantes, como algunos de los métodos
convencionales de produccion organica.!) Entre los
métodos no convencionales que se utilizan para
mejorar las variables de crecimiento, se encuentra el
riego con agua tratada magnéticamente (ATM),
tecnologia implementada a partir de la exposicion del
agua de riego a un campo magnético.0) Este
tratamiento produce cambios fisico-quimicos y
moleculares en el agua; como en los puntos de
solidificacion y de ebullicion, en la tension superficial,
viscosidad, tasa de evaporacion, constante dieléctrica e
indice de refraccion.®©

Estas variaciones, generalmente, son pequefias, sin
embargo, los efectos bioldgicos son muy significativos.
La implementacion de esta tecnologia es una
alternativa agroecoldgica para mejorar la eficiencia del
cultivo, ya que se ha demostrado que no genera
contaminantes, protege el suelo y ahorra el recurso
agua. También contribuye a la sustentabilidad de la
produccién de plantas medicinales y a aumentar en
calidad los compuestos bioactivos.?)

Se describen evidencias cientificas de los efectos
positivos de la aplicacion del ATM en |la
farmacoergasia de las plantas medicinales. En
Origanum mejorana (mejorana), se incremento la
concentracion de sélidos totales, fenoles vy
flavonoides.® En Rosmarinus officinalis L. (romero) el
tratamiento promovio el crecimiento de la planta, el
nimero de tricomas y el aumento en las
concentraciones  de  metabolitos  secundarios
antioxidantes,” con inducciones que oscilan entre 100-
150 mT. En Cosmos bipinnatus (girasol morado),® se
obtuvieron resultados positivos, como aumentos en la
altura y nimero de hojas por planta, el contenido de
clorofila, la superficie foliar y el rendimiento, con
inducciones entre 3,5-136 mT para el tratamiento del
agua.

Sin embargo, no se han encontrado reportes en la
literatura acerca del cultivo de Calendula
officinalis L., cultivada con ATM con dosis de
induccion de 100-150 mT y sus efectos en
parametros de calidad de los extractos foliares; lo
que contribuiria a su aplicacion farmacéutica. Por
todo lo anterior, el objetivo es evaluar el efecto del
riego con ATM en parametros fisicos y quimicos, y
la capacidad antioxidante in vitro de extractos
foliares de Calendula officinalis L., que justifique
su futuro uso como fitomedicamento.
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MATERIALES Y METODOS

El cultivo se realizo de febrero a abril, en la UBPC de
Plantas Medicinales “La Rosita”, ubicada en Sabana
Ingenio, Santiago de Cuba (latitud 20,0557° o
20° 3' 21" norte y -75,786° 0 75° 47" 10” longitud
oeste). Los experimentos se desarrollaron en el Centro
Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA),
Santiago de Cuba.

Se emplearon 200 plantas de Calendula officinalis L.,
y se escogieron al azar ejemplares de las hojas. La
especie se registrd con el codigo de identificacion BSC
218238, en el Centro Oriental de Ecosistemas y
Biodiversidad (BIOECO) de Santiago de Cuba, Cuba.
Los reactivos y disolventes empleados fueron de
calidad “puros” o “analiticos” y provienen de las firmas
Merck y Sigma-Aldrich.

Descripcion del tratamiento magnético al agua de
riego
Fueron empleados dos tratamientos:

Tratamiento | (control): plantas cultivadas con agua
sin tratamiento magnético.
Tratamiento Il: plantas cultivadas con ATM.

Para el tratamiento magnético, se utilizé un dispositivo
magnético exterior de imanes permanentes, disefiado,
construido y caracterizado en el CNEA. El tiempo de
exposicion (30 min) y la induccién magnética de 100-
150 mT, medido con un gaussimetro (error relativo de
0,01 G).A9 Esta se seleccion6 a partir de estudios
previos, que demuestran los efectos positivos de esta
dosis en el cultivo de plantas medicinales, en especial
en la mejora en los procesos de absorcion del agua y la
sintesis de polifenoles.

Preparacion de extractos de la hoja de Calendula
officinalis L.

Las hojas recolectadas de la especie vegetal cultivada
con agua, sin y con tratamiento magnético, fueron
secadas a 40 °C en estufa (MWL- 200, VEB,
Alemania), por tres dias, y empleadas para producir los
extractos.

Extractos en etanol de la hoja sin y con tratamiento
magnético

El polvo seco de hojas (10 g), se mezclo con 100 mL
de etanol al 96 %. La mezcla se mantuvo tapada y bajo
agitacion constante, con la ayuda de un agitador orbital
(Wise Shake, Korea) durante 24 h.(2)

Extractos en agua de la hoja sin y con tratamiento
magnético

Se obtuvieron por la decoccién de 10 g de polvo seco
de hojas, en 100 mL de agua destilada, y se prepararon
previamente a su uso.*2

Los extractos se centrifugaron en una centrifuga
refrigerada (SIGMA 3- 16 kL, Alemania) y se dejaron
en la oscuridad durante 72 h. Se conservaron en
refrigeracion en frascos de vidrio de color ambar de
250 mL.

Parametros fisicos de los extractos de la hoja de
Calendula officinalis L.

Caracteristicas organolépticas

Se determinaron las caracteristicas organolépticas:
color, olor y sabor, a partir de pruebas sensoriales
descriptivas, segun la Norma Ramal de Salud Publica
(NRSP) 312.44

Rendimiento de los extractos de la hoja
El rendimiento porcentual de los extractos,! se
calcul6 a partir de la ecuacion (1):

%R =2"".100 (1)

i

donde:

% R: porcentaje de rendimiento.
wi: peso inicial del material vegetal a extraer.
ws: peso obtenido después de la extraccion.

Determinacion del porcentaje de solidos totales

Se determinaron segun la NRSP 312.44) Los s6lidos
totales se calcularon a través de la ecuacion (2). El
ensayo se realizé por triplicado.

St = (Pr — P) /V-100 (2)
donde:

Pr: masa de la capsula mas el residuo (g).
P: masa de la capsula vacia (g).

V: volumen de la porcién de ensayo (mL).
100: factor matematico.

Determinacién del pH

Se determind segun se establece en la NRSP 312.44) Se
utiliz6 un medidor multiparamétrico (Mettler Toledo,
China). El ensayo se realizo por triplicado.
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Parametros quimicos de los extractos de la hoja de
Calendula officinalis L.

Composicion quimica cualitativa

La determinacion de la composicion quimica
cualitativa se realizo en el laboratorio del departamento
de Farmacia, Universidad de Oriente; mediante la
técnica del tamizaje fitoquimico.®

Cuantificacion de fenoles

Se realiz6 mediante el método de Folin-Ciocalteau.®?
Se midié la absorbancia a una longitud de onda de 760
nm en un espectrofotometro (1650PC: UV-visible,
Shimadzu, China). Los resultados se expresaron como
miligramos de acido galico, equivalentes por gramo de
masa seca (MgAGE.qg* extractos). El ensayo se realizo
por triplicado.

Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determino
mediante el ensayo colorimétrico con cloruro de
aluminio 111 (AICI3).2®) Se midi6 la absorbancia a una
longitud de onda de 425 nm, en un espectrofotdmetro
(1650PC: UV-visible, Shimadzu, China). Los
resultados se expresaron como miligramos de
quercetina equivalentes por gramo de masa seca
(mgQUE.gextractos). El ensayo se realizd por
triplicado.

Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro
Evaluacion de la actividad secuestradora del radical
libre DPPHe

El radical 2,2-di-fenil-1-picrilhidracilo (DPPH-),12 se
prepardé a una concentracion de 0,5 mg/mL en etanol
absoluto, y como patron la quercetina (1 mg/mL). Las
muestras se incubaron en la oscuridad, a temperatura
ambiente, por 30 min, y luego se midi6 la absorbancia
a 517 nm en un espectrofotometro (1650PC: UV-
visible, Shimadzu, China). El experimento se realizd
por triplicado. La reduccion del DPPHe se calculo a
través de la ecuacion (3):

%R = ((Ao — A1)/Ao) - 100 @)

donde:

%R: porcentaje de reduccion del radical DPPHe.

Ao: absorbancia del blanco.

Az absorbancia de la muestra.

La propiedad antiradical se expresd, finalmente, en
términos de concentracion efectiva de extracto
requerido para inhibir el radical DPPHee al 50 %
(CEso).

Evaluacion del poder reductor del hierro (FRAP) y
la capacidad antioxidante total (CAT)

Se evalud la capacidad de los extractos para reducir el
hierro férrico (Fe3*) a hierro ferroso (Fe?*) mediante el
método FRAP.2Y Se utilizo como antioxidante
estandar (acido ascorbico), y se midio la absorbancia
de los extractos a 700 nm. El poder reductor del hierro
en los extractos en agua y etanol se calcula de acuerdo
con la ecuacion (4):

Abs.de FeClz - Abs.de FeCls (extr. o est.
3 3 2.100 (4)
Abs.de FeClg

Poder reductor =

La determinacion de la capacidad antioxidante total
(CAT) de los extractos en agua y en etanol, se realizé
mediante el ensayo de fosfomolibdeno, ) utilizando el
acido ascérbico como patron. Se midié la absorbancia
a 695 nm, en un espectrofotdbmetro (1650PC: UV-
visible, Shimadzu, China). Para calcular la CAT de los
extractos, se utilizé una curva de calibracion de 4cido
ascorbico. Se prepararon estandares de acido ascorbico
a concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 y 120 mg/L.
La CAT se expreso en miligramos de equivalentes de
acido ascérbico (mg de &cido ascorbico/g de muestra
seca). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Anélisis estadistico

Para el analisis de los datos, se utilizé el software
estadistico Statgraphics 15.0. Se empleé un disefio
completamente aleatorizado con un analisis de
varianza de clasificacion simple (ANOVA) y la prueba
de Tukey, para una probabilidad del 95 %. Los valores
obtenidos se expresaron como la media + desviacion
estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros fisicos de los extractos de hojas de
Calendula officinalis L.

En la tabla 1 se recogen los parametros fisicos
evaluados en los extractos, para ambos tratamientos.
Los cuatro extractos, presentaron una tonalidad ambar,
con aspecto traslucido. En el extracto en etanol, para
ambos tratamientos, se observé una tonalidad maés
oscura con respecto a los dos extractos en agua. El olor
identificado fue agradable y caracteristico a las hojas
de calendula, presentando una ligera modificacion en
su aroma en el caso de los dos extractos en etanol. Esto
puede deberse a que el solvente utilizado (etanol 96 %),
extrae mejor los aceites esenciales y le brinda mayor
intensidad a su aroma.
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Tabla 1- Parametros fisicos evaluados en los extractos de las hojas

Extractos en etanol

Extractos en agua

Tratamientos
(Control)

(Tratado)

(Control) (Tratado)

Color: ambar oscuro
Olor: caracteristico levemente
modificado
Sabor: ligeramente amargo

Caracteristicas organolépticas

Color: ambar
Olor: caracteristico
Sabor: ligeramente amargo

Rendimiento del extracto (%) + DS 54,76 + 0,02° 76,85 + 0,03° 48,6 + 0,01* 52,30 £ 0,02*
Sélidos totales (g/100 ml) £ DS) 1,75+ 0,012 3,01 +0,03° 1,58 +£ 0,022 2,28 +0,03°
pH = DS 4,62 +0,01* 4,53 + 0,02* 5,36 + 0,02° 5,1 +0,00°

Leyenda: Valores medios + DS (Desviacion estandar).
Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), para la prueba de Tukey.

Para todos los extractos, el sabor fue identificado como
ligeramente amargo, lo que puede estar relacionado a
la presencia de sustancias amargas. Estas pudieran ser
los alcaloides metabolitos sintetizados con funciones
defensivas contra herbivoros en las plantas, lo que se
ratifica por el tamizaje fitoquimico mostrado en la tabla
2. Metabolitos secundarios y aceites esenciales
presentes en hojas de la caléndula, le atribuyen las
propiedades aromaticas y su olor caracteristico.?? De
forma general, no se identificaron diferencias en las
caracteristicas organolépticas entre los extractos
control y tratado, de ambos solventes.

Los extractos (en agua y etanol) de plantas tratadas,
tuvieron un mejor rendimiento con respecto a sus
controles. No obstante, los extractos en etanol
mostraron los mayores valores en rendimiento, con
respecto a los extractos en agua; con diferencias
estadisticamente significativas, para una probabilidad
de p < 0,05 (tabla 1). En el rendimiento de los extractos
vegetales influye, en gran medida, el solvente utilizado,
permitiendo o no la correcta extraccion de los
compuestos bioactivos, teniendo en cuenta la polaridad
y naturaleza de estos® En Calendula officinalis L., se
han obtenido rendimientos superiores al 50 %
utilizando el solvente etanol, siendo de los mas
efectivos en la extraccion de metabolitos.12

El extracto en etanol de plantas cultivadas con ATM,
mostré el mayor porcentaje de rendimiento (76,85 %).
Este incremento pudiera ser uno de los efectos del riego
con ATM. Se considera, que el tratamiento puede
incrementar la concentracion de metabolitos extraibles,
asi como de la biomasa de las hojas, lo que favorece el
proceso de extraccion.®

En cuanto al porcentaje de sélidos totales, se observo
un incremento de este parametro en los extractos de las
plantas tratadas para ambos solventes, con diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05) con respecto
a sus controles. De todos los tratamientos, el mayor
porcentaje se obtuvo en el extracto en etanol de la

planta tratada, con diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05) con respecto al extracto en
agua de la planta tratada.

El riego con ATM favorecid la extraccion de solidos
totales en los extractos, lo que pudiera relacionarse con
un probable incremento en las concentraciones de
compuestos bioactivos en la hoja de la caléndula,
principalmente de naturaleza polar. Este resultado,
permite estimar la eficacia del proceso de extraccion;
asi como la influencia positiva del ATM en la
concentracion de metabolitos secundarios y en la
formacion de material vegetal.

Los valores de pH analizados se encontraron en el
rango de 4,5-5,5, similares a los establecidos (no
superior a 5,5)@ en Cuba, para el extracto fluido a
partir de la flor seca. Los extractos en agua presentaron
valores de pH superiores a los extractos en etanol, con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05),
lo que evidencia la mayor influencia del tipo de
solvente en este parametro. El cultivo con ATM, no
influyé en las caracteristicas ligeramente acidas de
ambos  extractos; no  existen  diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05) con respecto
al control. En la literatura cientifica, se pueden
encontrar reportes de los efectos del ATM en el
incremento o decrecimiento del pH, en dependencia de
las dosis de induccion empleadas y las condiciones
ambientales. Para Cosmos bipinnatus (Asteraceae),
cultivado con ATM con dosis entre 3,5-136 mT, se
observd una disminucion en el pH de las plantas
tratadas, con respecto al control.®

Parametros quimicos_de los extractos de hojas de
Calendula officinalis L.

Composicion quimica cualitativa

En la tabla 2 se recogen los resultados de la
composicién quimica cualitativa de los extractos en
etanol y en agua para ambos tratamientos. Se
identificaron metabolitos de interés, como alcaloides,
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Tabla 2- Composicion quimica cualitativa en los extractos en etanol y en agua

Extracto en etanol Extracto en agua

Metabolitos Ensayos Evidencias
Y Control Tratado Control Tratado
Dragendorff Sin evidencias - - - -
. Mayer Turbidez definida ++ ++ ++ ++
Alcaloides Precipitado
Wagner Pt +++ +++ +++ +++
carmelita
. Coloracion amarillo-
Solkowski .. + + + +
Triterpenos y esteroides rojiza
Lieberman-Burchard  Coloracion amarilla - - - -
Rosemheim Sin evidencias
Saponinas Espuma Espuma persistente + + + +
Aceites esenciales . .
: y Sudéan I11 Gotas oleosas rojas + + No procede
sustancias grasas
. . Coloracién verde
Fenoles y Taninos Cloruro férrico . + + + +
intensa
Shinoda Coloracion amarilla + + + +
YPRT Coloracion amarilla
Alcalis . + + + +
. a naranja
Flavonoides — -
<. L. Coloracion amarilla
Acido sulfirico . + + + +
intensa
Rosemheim Coloracién marrén + + + +
Principios amargos _
P gosy Sabor Sabor caracteristico No procede + +

astringentes

Leyenda. (Control): plantas cultivadas sin ATM, (Tratado): plantas cultivadas con ATM, (+): evidencia positiva, (-): evidencia
negativa, (++): turbidez definida, (+++): precipitado.

saponinas, fenoles, taninos y flavonoides; de los que
existen reportes en la literatura.?2 Se corrobor6 la
presencia de aceites esenciales y sustancias grasas en
los extractos en etanol y en los extractos en agua, se
identificaron principios amargos y astringentes.

Los alcaloides, son de las familias quimicas mas
abundantes encontradas en Calendula officinalis L. con
un 41,5 % de su composicién quimica. Se reportan los
alcaloides pirrolizidinicos de tipo platinecina,
compuestos que pueden ser tdxicos, sin embargo
confieren a la planta propiedades terapéuticas.
Especialmente los extractos de hojas de caléndula, han
sido evaluados con una citotoxicidad inferior al 10 %,
y se considera seguro su uso como fuente de medicina
herbal. &)

Las saponinas también han sido reportadas en la
caléendula. Le confieren propiedades emulsionantes,
expectorantes, diuréticas y tonico-venosas. Ademas,
son de los metabolitos responsables del sabor amargo
y astringente de la planta,?® lo que coincide con las
caracteristicas  organolépticas evaluadas en los
extractos.

Los aceites esenciales y sustancias grasas han sido
reportados en varias investigaciones, constituidos por

aromaticas, antiséptica, hepatoprotectora, antioxidante,
antiinflamatoria y cicatrizante.

La coloracién verde intensa obtenida en el ensayo de
cloruro férrico, para fenoles y taninos; indica la posible
presencia de taninos pirocatecolicos. Estos compuestos
han sido cuantificados en extractos en agua y en
metanol de flores y hojas de caléndula,® y se les
atribuye un potente efecto como secuestrador de
radicales y antioxidante, despertando gran interés en la
comunidad cientifica para la elaboracion de
formulaciones farmaceuticas.

Las coloraciones obtenidas en los cuatro ensayos para
flavonoides, indican la posible presencia de flavonas,
flavonoles, isoflavonas, flavanonas y
leucoantocianidinas; compuestos que han sido
reportados en flores y hojas de Calendula officinalis L.,
como es el caso de la quercetina, rutina, el
calendoflavosido, calendoflasido, entre otros.?

El uso del riego con ATM en la planta no modifico la
presencia cualitativa de los metabolitos determinados
en los extractos analizados, aunque no se puede
descartar para otros que pudieran estar presentes. Se
evidencio que el uso del agua tratada magnéticamente
en una induccion de 100-150 mT, no excluye o elimina

a-cadinol, T-cadinol, o-cadineno, limoneno, 1,8- la presencia de los compuestos bioactivos
cineol, entre otros compuestos. Estas sustancias determinados.
volatiles le confieren a la planta propiedades
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Los aceites esenciales, polifenoles, flavonoides y
taninos en la hoja de esta especie vegetal le confieren
un efecto antioxidante,® lo cual explica la utilidad
atribuida a esta especie vegetal y sus aplicaciones en la
Medicina Natural y Tradicional.

Cuantificacion de fenoles y flavonoides totales

El contenido de compuestos fendlicos y flavonoides en
extractos de hojas de Calendula officinalis L. se
muestran en la tabla 3.

Tabla 3- Contenido de compuestos fendlicos y flavonoides totales
en extractos de la hoja

Control Tratado
Fenoles Totales | Extracto 1679,34 2136,41
(mg de AGEg™? | enagua +0,87° +0,632
extractos = DS) | Extracto 1915,96 2291,64
en etanol +0,04 ° +0,052
Flavonoides Extracto 83254251 | 87,21 +0,06°
Totales (mg de | enagua
QUEg! Extracto b a
extractos = DS) | en etanol 126,61 £1,84% | 263,167 +4,5

Leyenda: (Control): plantas cultivadas sin ATM, (Tratado):
plantas cultivadas con ATM. AGE: Acido Galico Equivalente.
QUE: Quercetina Equivalente Valores medios + DS (Desviacion
estandar). Letras diferentes denotan diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05, para la prueba de Tukey)

Los resultados arrojaron, de forma general, que existen
diferencias estadisticamente significativas entre ambos
tratamientos, en cada uno de los extractos evaluados,
con un nivel de confianza del 95 % (Tabla 3). Los
extractos en etanol presentan las mayores
concentraciones de fenoles y flavonoides totales con
respecto al extracto en agua, lo que coincide con el
rendimiento de los extractos.

La concentracion de compuestos fenolicos en los
extractos en agua y en etanol procedentes de plantas
cultivadas con ATM, presentd los valores mas altos,
con un incremento del 21,3 % y 16,3 %,
respectivamente. En Origanum majorana L., los
valores superiores lo exhibié el grupo cultivado con
ATM en el mismo rango de induccion magnética (100-
150 mT), siendo estos hallazgos semejantes a los
resultados obtenidos en esta investigacion.®

Un comportamiento similar se pudo observar en el
contenido de flavonoides totales. En el extracto en
etanol elaborado de plantas tratadas, se cuantificd la
mayor concentracion de estos metabolitos (263,167 +
45 mg de QUEg? extractos) coincidiendo con
investigaciones realizadas en Triticuma estivum L., con
resultados positivos en el aumento de los fenoles
totales y flavonoides, 2 en plantas regadas con ATM.

Determinacion de la capacidad antioxidante in vitro
Evaluacion de la capacidad secuestradora del
radical DPPHe

En Calendula officinalis L. se ha estudiado el potencial
antioxidante. Las inflorescencias, son de los érganos
con mayor concentracion de metabolitos y aceites
esenciales. Sin embargo, las hojas pueden ser
recolectadas durante todo el crecimiento y desarrollo y
también son fuentes de compuestos antioxidantes.
Proporcionan mayores volumenes de materia vegetal
para la extraccion de metabolitos, siendo una
alternativa en el uso de la planta para la elaboracion de
formulaciones farmaceuticas.

La propiedad secuestradora de extractos foliares de
esta especie vegetal se muestra en la tabla 4. Los
extractos se compararon con la actividad secuestradora
del radical libre DPPH- de la quercetina (CEsg de 2,43
pg/ml), antioxidante natural.

Los extractos evaluados fueron menos eficaces que la
quercetina (99 % de pureza), al inhibir el radical
DPPHe-« al 50 %, pues cuanto mas bajo sea el CEsp, mas
eficaz es como secuestrador de radicales libres. Tanto
el extracto en agua como en etanol tuvieron actividad
secuestradora del radical DPPHe con valores menores
a los controles, mostrando diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). El extracto en etanol de la hoja
de caléndula tratada con ATM redujo el radical DPPH«
(52,09 %), con la menor CEso (29,92 pg/ml); por tanto,
resultd ser mejor secuestrador del radical con relacion
a los otros extractos analizados.

Tabla 4- Propiedad secuestradora del radical libre DPPHe de
extractos de hojas

Muestras % Reduccion () CEsoppene
(1g/ml)
Quercetina (Patrdn) 75,14+ 0,012 2,43+£0,10°
Extracto en agua 50,77 +0,02° 51,91 +0,77°
(Control)
Extracto en agua 51,80+0,06° 4534 +093¢
(Tratado)
Extracto en etanol 4881+003° 4584 +0,09¢
(Control)
Extracto en etanol 52,09 + 0,01° 29 .9240,05
(Tratado)

Leyenda: (Control): plantas cultivadas sin ATM, (Tratado):
plantas cultivadas con ATM. CEso: Concentracidn efectiva de
extracto requerido para inhibir el radical DPPHe al 50 %. Letras
diferentes denotan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05, para la prueba de Tukey).

Las marcadas diferencias de las CEso entre el extracto
en etanol y en agua para las plantas cultivadas con
ATM, podrian deberse al mayor contenido de
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compuestos fenolicos presentes en el extracto en
etanol, lo que repercute en su porcentaje de reduccion
del radical DPPHe. Ademas, se debe tener en cuenta
que el ensayo con este radical tiene la limitacion de ser
aplicable solo a antioxidantes hidrofobos; los que
estarian presentes principalmente en el extracto en
etanol, debido a su naturaleza de mediana polaridad.®@?
Existen reportes sobre la propiedad antioxidante de
compuestos fendlicos que contiene la caléndula.
Mubashar Sabir, @ identifico el acido clorogénico en
elevada concentracion en las hojas. Evalué la
propiedad secuestradora del radical DPPHe, siendo
superior en las flores (CEso= 184,16 pg/mL), con
respecto a las hojas (CEso= 319,7 pg/mL). Sin
embargo. al comparar con estos hallazgos, los extractos
de las hojas de caléndula evaluados resultaron més
eficaces en el secuestro del radical DPPHe. En
Anthemis gilanica (Asteraceae), se estudi6 el efecto del
tratamiento magnético en el crecimiento de la especie
y la propiedad antioxidante. El tratamiento aumentd el
contenido total de fenoles, flavonoides, antocianinas, y
promovio la actividad de barrido del DPPHe, 29
coincidiendo con los resultados descritos en este
trabajo.

Evaluacion del poder reductor del hierro (FRAP) y
capacidad antioxidante total (CAT)

Teniendo en cuenta el método propuesto (FRAP), los
extractos presentaron valores antioxidantes como se
muestra en la tabla 5, con diferencias estadisticamente
significativas entre estos (p < 0,05), para un nivel de
confianza del 95 %.

En el ensayo, el poder reductor esta relacionado,
generalmente, a la presencia de reductonas
(principalmente polifenoles), que donan electrones,
caracteristica de la capacidad antioxidante. Se ha
demostrado que el poder reductor de los compuestos
bioactivos esta correlacionado con el potencial
antioxidante.

Los extractos en agua presentaron menor poder
reductor y capacidad antioxidante total con respecto a
los extractos en etanol. En los extractos de plantas
cultivadas con ATM, se observd un incremento de
estas propiedades, coincidiendo con el ensayo de
secuestro del radical DPPHee

La capacidad antioxidante de los cuatro extractos
estuvo en el rango de 0,05-0,30 mMEq. acido
ascorbico, y el extracto en etanol tratado presentd la
mayor capacidad antioxidante total. En extractos de
flores y hojas de Calendula officinalis L. se ha
reportado la capacidad antioxidante, revelando una

relacién positiva entre el contenido de compuestos
fendlicos, el poder reductor y la actividad antioxidante;
lo que resalta su potencial como antioxidante natural.

Tabla 5- Poder reductor y capacidad antioxidante total de
extractos de la hoja

Control Tratado

Poder Reductor (mMEg. Extracto 1‘SGC 3’06b
Acido Ascorbico+ DS) enagua _ £0.25 1,67
- Extracto 3,52 4,82

enetanol  +0,16° 40,012

Capacidad Antioxidante Extracto 0,06 c 0,11 b
e en agua 0,62 +0,06

Total (MMEQq. Acido

Ascorbicot DS) Extracto 0,13 0,30

- en etanol  +0,05P +0,052

Leyenda: mMEq. Acido ascérbico + DS: *Equivalentes de &cido
ascorbico (mM) por mL de extracto. Letras diferentes denotan
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05, para la
prueba de Tukey)

Las diferencias entre los grupos control y tratado, en
cuanto a su eficacia en el secuestro del radical DPPHee,
poder reductor y capacidad antioxidante total, podrian
relacionarse a variaciones en la composicion quimica
del extracto. Para ambos métodos, los extractos de
Calendula officinalis L. con mayor contenido fenoles y
flavonoides, fueron mas eficientes como antioxidantes,
destacando el extracto en etanol tratado con ATM. En
los extractos tratados, se observd el incremento del
contenido de fenoles y flavonoides totales, sustancias
antioxidantes que estan correlacionadas al potencial
antioxidante de las plantas. Estos resultados sugieren
que el cultivo con ATM pudiera favorecer el contenido
de fenoles y flavonoides y con ello la capacidad
antioxidante de la planta.

La exposicion al ATM se expresa como estrés abiotico,
que puede influir en las funciones bioldgicas de las
plantas, como el transporte de iones, la sintesis de
metabolitos secundarios y enzimas. AlUn no existen
reportes de un mecanismo de accion que logre explicar
detalladamente, como el agua es transformada por el
campo magnético. En la literatura, se describen
mecanismos que intentan detallar este fenémeno: la
induccion magnética, el efecto magneto-mecanico y la
formacion de pares radicales.*) Estos posibles
mecanismos de accion se relacionan con las
propiedades magnéticas de atomos y moléculas que
pueden ejercer efectos en los sistemas bioldgicos.

Las plantas, al absorber el agua con caracteristicas
fisico-quimicas diferentes, pueden sufrir
perturbaciones (estrés), que generan cambios a nivel
molecular, en las concentraciones ionicas y la
regulacion del transporte por 6smosis, y por tanto,
provocan modificaciones en su fisiologia. Por ejemplo,
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el aumento de la concentracion de las enzimas
superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), y
mayor capacidad antioxidante.G?

La tendencia a la mejora de la capacidad antioxidante
del extracto en etanol tratado con respecto al control,
puede estar relacionado con el incremento del
contenido de los fenoles y flavonoides totales, en las
plantas cultivadas con ATM, y la posible potenciacion
de los efectos terapéuticos

CONCLUSIONES

El agua de riego tratada magnéticamente con induccién
magnética entre 100-150 mT, favoreci6 el rendimiento
y solidos totales de los extractos; asi como parametros
de calidad quimicos y la capacidad antioxidante in vitro
de los extractos en etanol y en agua de la hoja de
Calendula officinalis L. La utilizacion del ATM en los
sistemas de riego es una alternativa que permite
mejorar pardmetros de calidad y actividad bioldgica en
los extractos de la hoja de Calendula officinalis L., lo
que contribuye a la mejora de la especie, como una
prometedora fuente natural de posibles antioxidantes,
en la prevencion de enfermedades mediadas por
radicales libres.
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