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Resumen

Este trabajo hace parte de la caracterizacion preliminar del aceite esencial de caléndula (Calendula
officinalis L.) obtenido mediante dos métodos: hidrodestilacion (HD) e hidrodestilacion asistida por
calentamiento émhico (OAHD); se emplearon flores en estado fresco (Ff) y seco (Fs). Se realizd una
estimacion del contenido de fenoles totales, con el reactivo de Folin Ciocalteu, empleando acido tanico
como estandar (ug/mL). Se evalud el efecto de los métodos y tratamientos sobre el contenido de fenoles
totales (ug/mL); los resultados obtenidos relacionaron diferencias significativas (p<0,05), al comparar la
interaccién entre el estado de la flor, para un mismo método de extraccion, pero no fue asi cuando se
compard el estado de la flor independiente del método de extraccion (p20,05); por lo tanto, los métodos
de extraccion empleados no registraron efectos sobre el contenido de fenoles en cada una de las
muestras de aceite. El proceso de secado es el que ejerce un efecto sobre el desarrollo de estructuras
fendlicas sobre las muestras de aceite. Se debe continuar con la caracterizacion del aceite esencial de
la flor de caléndula obtenido por HD y OAHD, en relacion con la composicion quimica de cada una de
las fracciones, al igual que la medicién de la actividad antioxidante, empleando técnicas analiticas de
mayor sensibilidad.

Palabras clave: cuantificacion de fenoles, aceite esencial de caléndula, hidrodestilacion de aceites esenciales,
calentamiento 6hmico en aceites esenciales.

Abstract

This work forms part of the preliminary characterization of calendula (Calendula officinalis L.) essential
oil obtained by two methods: hydrodistillation (HD) and ohmic-assisted hydrodistillation (OAHD); fresh
flowers (Ff) and dried flowers (Fs) were used. Total phenols content was estimated with Folin-Ciocalteu
reagent using tannic acid as standard (ug /mL). The effect of the methods and treatments on the total
phenols content (ug/mL) was evaluated; results obtained showed significant differences (p <0.05) when
comparing the interaction between flower states for the same extraction method, but this was not the
case when flower states were compared irrespective of the extraction method (p= 0.05); therefore, the
extraction methods used did not show effects on the content of phenols in each of the oil samples while
the drying process does have an impact on the development of phenolic structures in the oil samples. It
is necessary to continue working on the characterization of calendula flower essential oil obtained by HD
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and OAHD with regard to the chemical composition of each of the fractions as well as the measurement
of the antioxidant activity using higher sensitivity analytical techniques.

Keywords: quantification of phenols and flavonoids, content of total phenols, calendula essential oil, hydrodistillation
of essential oils, ohmic heating.

Resumo

Este trabalho faz parte da caracterizagao preliminar do 6leo essencial de caléndula (Calendula officinalis
L.) obtido por dois métodos: hidrodestilagdo (HD) e hidrodestilagdo assistida por aquecimento 6hmico
(OAHD); flores frescas (Ff) e flores secas (Fs) foram utilizadas. O conteudo total de fendis foi estimado
com o reagente de Folin-Ciocalteu usando acido tanico como padrédo (ug/mL). Avaliou-se o efeito dos
métodos e tratamentos no conteldo total de fendis (ug/mL); os resultados obtidos mostraram diferengas
significativas (p <0,05) quando se comparou a interacao entre os estados da flor para 0 mesmo método
de extracdo, mas nao foi o caso quando os estados da flor foram comparados, independentemente do
método de extragédo (p=0,05); portanto, os métodos de extragdo usados ndo mostraram efeitos sobre
o conteudo de fendis em cada uma das amostras de 6leo, enquanto o processo de secagem tem um
impacto sobre o desenvolvimento de estruturas fendlicas nas amostras de éleo. E necessario continuar
trabalhando na caracterizagédo do 6leo essencial de caléndula obtido por HD e OAHD, no que diz
respeito a composi¢ao quimica de cada uma das fragdes, bem como a medigao da atividade antioxidante
utilizando técnicas analiticas de maior sensibilidade.

Palavras-chave: quantificagéo de fendis e flavonoides, teor de fenéis totais, 6leo essencial de caldula, hidrodestilagéo

de oleos essenciais, aquecimento 6hmico.

Introduccion

Los fenoles son compuestos aromaticos que
estan formados por uno o varios  grupos
funcionales hidroxilo. Son metabolitos vegetales
secundarios que se sintetizan  mediante
diferentes rutas como la del shikimato. Se les
clasifica en taninos, ligninas y flavonoides.
Son agrupados por el nimero de sustituyentes
fendlicos dentro de la molécula (tabla 1).

Los fenoles estan asociados a un gran
nuamero de propiedades fisiologicas,
incluyendo antiinflamatorias, antidepresivos,
antotumorales y antilipidicos [1], control de
diabetes [2], antimicrobianos y antioxidantes
[3]; los antioxidantes constituyen un sistema de
defensa para las plantas; por lo tanto, exhiben
la misma funcion en el organismo humano.
La capacidad antioxidante de los aceites
esenciales puede aumentar si contiene este
tipo de estructuras fendlicas.

La caléndula pertenece a la familia Asteraceae,
que es una planta anual. Esta planta ha sido
tradicionalmente utilizada por sus efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, antifungicos,
antiedemas, antidiabéticas y propiedades
curativas [4]. Presenta propiedades antioxidantes
(carotenos, flavonoides y compuestos fendlicos),

también contiene compuestos como esteroides,
triterpenoides, acidos  fénolicos  carotenos
(B-caroteno, a-caroteno), rutinosido, flavoxantina,
entre otros [5], compuestos que se puden
encontrar en su aceite esencial y, por ende, ejerce
un alto numero de propiedades farmacoldgicas y
funcionales.

Se han empleado varios métodos para la
extraccion de aceites esenciales, en cada uno
de ellos se ha determinado el rendimiento de
extraccion y la calidad del aceite obtenido. El

método mas empleado es la hidrodestilacion
(HD), y es tomado como referente. Aparecen
técnicas emergentes como la hidrodestilacion

asistida por calentamiento éhmico (OAHD); esta
presenta grandes ventajas, en cuanto al tiempo
de extraccion y calidad del aceite esencial, porque
que no hay degradacién térmica, y la temperatura
dentro del sistema aumenta rapidamente, debido
a fenomenos de electroporacion y la forma de
transmision del calor, en ésta se registran minimas
pérdidas por degradacion térmica, esto hace que
el aceite obtenido conserve su bioactividad [6,7].

El método de Folin Ciocalteu, es una técnica
espectrofotométrica, basado en una reaccion
redox [8]; se emplea para predecir la cantidad
de compuestos aromaticos hidroxilados y es
un método no especifico. Los resultados son
expresados como mg de equivalentes de acido
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galico (EAG) (como estandar) / 100g de muestra,
pero otros fenoles, como la catequina o los acidos
tanico, clorogénico, caféico, vanilico y ferulico,
pueden ser empleados.

El objetivo de este trabajo fue estimar el contenido
total de fenoles, por el método de Folin Ciocalteu,
sobre muestras de aceite esencial de caléndula
obtenido a través de dos técnicas de extraccion:
hidrodestilacion (HD) e hidrodestilaciéon asistida
por calentamiento 6hmico (OAHD), como parte
de la caracterizacion preliminar del aceite.
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Parte experimental

Las plantulas de caléndula (Calendula officinalis
L), se adquirieron en el invernadero del SENA
CEDAGRO Duitama Boyaca, con 68 dias de
germinacion; luego fueron trasplantadas con
los requerimientos climaticos y agronomicos
respectivos hasta la semana 16, tiempo en el
que el cultivo presentd la maxima floracion. Las
flores frescas se secaron en horno a 52°C, por
72 horas. Para extraer el aceite fueron empleados
dos métodos de extraccion: hidrodestilacion (HD)
y la hidrodestilacién asistida calentamiento 6hmico
(OAHD). Se realiz6 extraccion de aceite con flores
frescas (Ff) y secas (Fs).

La hidrodestilacién (HD) se llevd a cabo usando
un equipo destilador, con trampa de Clevenger,
de acuerdo con la United States Pharmacopoeia,
USP 32 NF27. 300 gramos de flores frescas (Ff)
y secas (Fs), se colocaron en 500mL de agua
destilada respectivamente. En la primera hora
de extraccion, la cantidad de aceite fue recogida
cada 5 minutos, posteriormente cada 15 y la ultima
hora cada 30min. EIl sistema de calentamiento
6hmico (OAHD) fue disefiado y fabricado por el
equipo de ingenieros de la Escuela de Ciencias
Basicas Tecnologia e Ingenieria (ECBTI) UNAD
Duitama. Este consistio en un cilindro en nailon

cuyo diametro interno 30,5 mm y longitud 168 mm
para una capacidad de 490 mL, y un soporte en
acero inoxidable con referencia comercial 304.
Se adaptaron dos electrodos de acero inoxidable
de la misma referencia. Para la hermeticidad del
equipo, se adaptaron empaques siliconados y
unas abrazaderas en acero inoxidable. El equipo
operd a 166 V, un amperaje en promedio de 1,9 A
y como medio conductor se empled una solucion
de NaCl al 1%. En la parte superior se adapto la
trampa de Clevenger. Se trabajo con 100 gramos
flores frescas (Ff ) y 150 mL de solucion salina,
asi como con 50 gramos de flores secas (Fs) y
150 mL de solucion salina. Luego que el proceso
alcanzo la temperatura de ebullicion, se recolecto
el aceite esencial durante los primeros 15 minutos
en intervalos de 4 minutos, y después cada 8
minutos hasta terminar la extraccion.

La determinacion de fenoles totales en pg/ml,
se realizd por el método de Folin-Ciocalteu,con
acido tanico como estandar; para proceder a
elaborar la curva de calibracion, se siguieron los
parametros establecidos por Paladino S [9] y se
hicieron algunos ajustes al método de acuerdo con
lo establecido en PNT n.°19 [10] y en Ainsworth
y Gillespie [11]. Las medidas de absorbancia se
hicieron a una longitud de onda de 760 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UVmini-1240, para
las medidas de absorbancia en el rango visible,
se utilizaron cubetas (1cmx1cmx4cm) de cuarzo.
El disefio de la investigaciéon empled dos tipos de
aceite esencial, obtenido mediante HD y OAHD,
con dos tratamientos (estado de la flor: frescas [Ff]
y secas [Fs]) y tres réplicas por tratamiento. Los
datos se procesaron a través del programa SPSS
24 para el ANOVA. Las diferencias significativas
se evaluaron a través de la prueba de Tukey; el
nivel de significancia fue del 95% (a= 0,05).

Resultados

Los resultados obtenidos en la determinacion
de fenoles totales (ug/mL) del aceite esencial
calendula (Calendula officinalis L) obtenido
mediante hidrodestilacion (HD) e hidrodestilacion
asistida calentamiento 6hmico (OAHD) se
presentan en la tabla 2. Los resultados fueron
procesados mediante la ecuacion de la figura 1,
obtenida a partir de los datos de la curva patron,
empleando como estandar diferentes soluciones
de acido tanico (50mg/L).
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Tabla 2. Contenido total de fenoles (ug/mL) del aceite
esencial de caléndula (Calendula officinalis L)

Método de Concentracion

extraccion Muestra fenoles (ug/mL)
HD Aceite Ff 25,25%¢
Aceite Fs 59,98 bc
Aceite Ff 28,602¢
OAHD
Aceite Fs 60,02 P4

@b indica que no hay diferencias significativas p=0,05, (n=3)
segun estado de la flor.

“dindica que hay diferencias significativas entre las medias
de los grupos estimadas al nivel de 0,05 segun interaccion
estado de la flor-método de extraccion. Test de Tukey: con
a=0,05 y f= 8 grados de libertad para el error. q=(3,8)=4,53.
T=14,56.

¥ = 0,0113x-0,0038
RY=08815 |

10 15 0 15

Concentracion [ jpgimL]

n 15 40

Figura 1. Curva de calibracion fenoles totales (ug/mL),
empleando acido tanico como estandar.

Discusion

En flores secas para un mismo estado de
la flor, independiente del método de extraccién,
se llega a duplicar la concentracion de fenoles
totales (tabla 2). Esto indica que el tiempo y
temperatura de secado puede generar variabilidad
en la composicién quimica del aceite esencial
dadas por las transformaciones quimicas sobre
los constituyentes del aceite [12], en donde, a
partir de nuevos mecanismos, se pueden formar
nuevos compuestos por reacciones de oxidacion,
glicosidacion, esterificacion, entre otros, que pueden
potencializar la bioactividad de aceite esencial,
como fue el caso del aumento en la concentracion
porcentual de bioactivos en procesos de secado de
Lippia (familia Verbenaceae) [13] y en los resultados
presentados por Kumar et al. [14] en el proceso de
secado de Acorus calamus L., un analisis similar lo
presentd Pirbalouti et al. [15].
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El analisis de varianza (tabla 2) indica que se
obtiene el mismo contenido de fenoles totales en
el aceite esencial, para un mismo estado de la flor,
independiente del método de extraccion (p =0,05;
T<14,56); la cantidad de fenoles presentes en el
aceite esencial de caléndula (Calendula officinalis
L) es el mismo, cuando se emplea cualquiera de
los dos métodos de extraccion. Existe significancia
estadistica (p <0,05) entre grupos, para el
contenido total de fenoles, cuando se analiza el
efecto combinado entre el estado de la flor, para un
mismo método de extraccion, sobre el contenido
de fenoles totales presentes en cada fraccion de
aceite (tabla 2).

Son escasas las publicaciones bibliograficas que
hay en relaciéon a la medicién del contenido total
de fenoles y la actividad antioxidante del aceite
esencial caléndula y de otras asteraceas; por
ejemplo, en los estudios de Johnson et al. [16],
el valor fue cercano al obtenido en muestras
secas (Fs); en los reportes de Sytar et al. [17]
presentan similitud con los valores registrados
en flores frescas (Ff). Estos resultados indican
que se debe continuar con la investigacion
en cuanto a la caracterizacion de los aceites
obtenidos por cada método y tratamiento, para
conocer la composicién quimica y la evaluacion
de la capacidad antioxidante, aplicando métodos
especificos como aquellos que evallan la
transferencia de atomos de hidrégeno (HAT) o
transferencia de electrones (ET).

La literatura da cuenta de una amplia investigacion
sobre el contenido de fenoles totales en los
extractos florales de caléndula. El contenido
promedio de compuestos fendlicos indica que
el aceite obtenido por cualquiera de los métodos
y estado de la flor es bajo, con respecto a los
extractos  florales [18,19] pero los mismos
varian de acuerdo al método de extraccion
y solvente utilizado (etanol, metanol, etc.). De
acuerdo a esto, se puede inferir qué solventes
polares favorecen la solubilizacion de fenoles,
y aumentan la concentracion en la muestra. En
el caso de esta investigacion, las estructuras
aromaticas hidroxiladas presentes en cada uno
de las fracciones de aceite pueden exhibir baja
concentracion, esto debido al solvente utilizado
tanto en la DH como en la OAHD, que genera
mayor migracion de estas a la fase polar de la
extraccion (hidrolato o extracto acuoso) y no en la
fase apolar ( aceite esencial); en éste sentido,
es importante analizar la composicidon quimica
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de cada muestra de aceite, y determinar cuales
son las estructuras presentes y que pueden
ejercer alguna bioactividad (por ejemplo, terpenos
y terpenoides) como también incluir dentro
del contexto de la investigacion la capacidad
antioxidante del hidrolato, o extracto acuoso, que
se genera en cada método de extraccion (DH y
OAHD) y estado de la flor de Caléndula (Ffy Fs).

Conclusiones

El contenido de fenoles totales (ug/mL) en cada
una de las muestras de aceite obtenidos por HD
e OAHD no registré efectos sobre el contenido
de fenoles totales, para un mismo estado de la
flor independiente del método de extraccién, pero
si en la interaccién estado de la flor (Ff- Fs), en
un mismo método de extraccion. El proceso de
secado tiene un marcado efecto sobre el desarrollo
de estructuras con capacidad antioxidante; por lo
tanto, se concluye que el estado de la flor es quien
condiciona el contenido de los fenoles totales (ug/
mL) y no el método de extraccion.

Se debe continuar con la caracterizacion de
cada muestra aceite obtenido por HD e OAHD,
en relacion a la composicion quimica y actividad
antioxidante empleando técnicas analiticas de
mayor sensibilidad. De igual manera, es relevante
incluir en estos objetivos la evaluacion de la
capacidad antioxidante del hidrolato o extracto
acuoso, si bien, una gran cantidad de metabolitos
polares con actividad bioldgica pueden migrar a
esta fase y no estar presentes en el aceite esencial
de flores Ffy Fs de caléndula (Calendula officinalis
L) condiciona el contenido de los fenoles totales
(Mg/mL) y no el método de extraccion, pero se
debe continuar con la caracterizacion del aceite
esencial obtenido por HD y OAHD, en relacién a
la composicion quimica y actividad antioxidante,
empleando técnicas analitcas de mayor
sensibilidad.
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