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Resumen

Los antioxidantes presentan un papel importante en la prevencion de enfermedades, diversos estudios han demostrado que las
plantas y sus extractos son efectivos para proteger contra el dafio causado por los radicales libres. Se ha evidenciado que especies
como Plantago (llantén) y Buddleja (matico) presentan actividad antioxidante debido a la presencia de compuestos fendlicos.
Este estudio tuvo como objetivo determinar la influencia del material vegetal sobre la concentracion de polifenoles presentes
en los extractos vegetales. Se recolectaron las hojas y raices de Buddleja y Plantago, se utilizé el etanol al 70% como disolvente
en la extraccién por maceracion. Se determind la concentracién de polifenoles totales mediante el método de Folin-Ciocalteu.
A través de un analisis de varianza, se obtuvo que tanto la planta, como sus partes, presentaron un efecto significativo sobre la
concentracion de polifenoles, alcanzando el extracto proveniente de las hojas de Buddleja el mayor contenido de polifenoles
(15,930 * 1,375 mg GAE/g PS). Se determind mediante el método colorimétrico con cloruro de aluminio el contenido de flavo-
noides totales correspondiéndose con el extracto de las hojas de Buddleja (2,577 + 0,025 mg QE/g PS). La capacidad antioxidante
fue determinada mediante el método de DPPH, presentando una concentracion equivalente de Trolox de 12,463 + 0,067 umol/g.
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Extraction and quantification of polyphenols in
Plantago major L. and Buddleja globosa

Abstract

Antioxidants play an important role in disease prevention. Various studies have shown that plants and their extracts are effec-
tive in protecting against damage caused by free radicals. It has been demonstrated that species such as Plantago and Budd-
leja exhibit antioxidant activity due to the presence of phenolic compounds. This study aimed to determine the influence of
plant material on the concentration of polyphenols present in plant extracts. Leaves and roots of Buddleja and Plantago were
collected, and 70% ethanol was used as a solvent in the maceration extraction method. The total polyphenol concentration
was determined using the Folin-Ciocalteu method. Through analysis of variance, it was found that both the plant and its parts
had a significant effect on the polyphenol concentration, with the extract from Buddleja leaves showing the highest polyphe-
nol content (15.930 + 1.375 mg GAE/g DW). The total flavonoid content was determined using the colorimetric method with
aluminum chloride, corresponding to the extract from Buddleja leaves (2.577 + 0.025 mg QE/g DW). Antioxidant capacity was
determined using the DPPH method, with an equivalent concentration of Trolox of 12.463 + 0.067 umol/g.
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INTRODUCCION

En la actualidad tienen un papel muy importante
los antioxidantes naturales para el bienestar
humano. Durante siglos, las comunidades se
han beneficiado de estos compuestos para
tratar diversas enfermedades y mejorar su salud
(1). Los antioxidantes son fundamentales en la
prevencion de enfermedades. Las plantas y sus
extractos se utilizan con fines medicinales, ya
que protegen del dafio causado por los radicales
libres. Aligual que las plantas, nuestro organismo
emplea enzimas antioxidantes (superdxido
dismutasa, catalasa y peroxidasa) y compuestos
como la vitamina C, polifenoles y carotenoides
para reparar las células y el material genético
(2). Por ello, se ha investigado la importancia
de plantas con alto contenido de compuestos
antioxidantes para la obtencién de ingredientes
activos que pueden ser utiles en la elaboracién
de formas farmacéuticas (3).

Ecuador es uno de los paises con mayor
diversidad botdnica contando con 16200
especies de plantas identificadas, entre estas
se encuentran plantas de uso ornamental,
alimenticio y medicinal. Ademds, se ha
evidenciado en diversos estudios que las
especies del género Plantago (llantén)y Buddleja
(matico) presentan actividad antioxidante en
modelos experimentales debido a la presencia
de compuestos fendlicos (4). Investigaciones
realizadas en el llantén mostrd la presencia de
fenoles, taninos y flavonoides, de este ultimo
se han reportado concentraciones en el rango
de 3 a 6 mg equivalentes de quercetina por
gramo de extracto seco (5). Adicionalmente en
la especie Buddleja globosa se ha obtenido un
alto contenido de compuestos bioactivos que
incluyen polifenoles, flavonoides, alcaloides,
saponinas, taninos, esteroides vy aceites
esenciales (6). Ademas, se ha determinado en
sus hojas una concentracion de flavonoides
totales en el rango de 10 a 20 mg equivalentes
de quercetina por gramo de extracto seco (7).
Para la obtencidn de compuestos fendlicos
provenientes de las plantas se han utilizado
diversos métodos de extracciéon, un ejemplo
es la extraccién sdlido liquido que se basa en
la transferencia de compuestos solubles desde
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una matriz sélida hacia un disolvente liquido.
Con el objetivo de aumentar los rendimientos
del proceso de extraccidon se deben considerar
diversos factores como: la naturaleza del
disolvente, la relaciéon material vegetal/volumen
de disolvente, la temperatura y el tiempo de
extraccion (1).

Por tanto, la extraccidn de polifenoles a partir de
las hojas y raices de estas dos especies vegetales
podria ser una alternativa para la obtencion de
ingredientes activos naturales que pudieran
utilizarse en investigaciones futuras para la
elaboracidn de formas farmacéuticas.

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron hojas y raices de las plantas de
matico y llantén, se enjuagaron con abundante
agua destilada y se secaron en un deshidratador
a la temperatura de 50 2C durante 24 horas,
se trituraron y se almacenaron en bolsas de
polietileno de alta densidad-aluminio (8).

Se utiliz6 como disolvente el etanol al 70%
en una relacion material vegetal/volumen de
disolvente 1 en 10, utilizando la maceracién
como método de extraccién. La mezcla se dejo
reposar durante 8 dias en un ambiente sin luz,
con agitacién ocasional. El producto final se
filtro y se almacend a la temperatura de 2 a 8
°C (9).

Ensayos realizados

1. Determinacion de la concentracion de fenoles
totales

La cuantificacion de fenoles totales se realizd
mediante el método de Folin-Ciocalteu. Se
empled una placa de 96 pocillos, donde se
colocd 100 pL del extracto, 4,5 mL de agua
destilada y 100 pL del reactivo Folin-Ciocalteu
(10). Después de 3 minutos, se agregé 300 pL de
la solucion de carbonato de sodio al 7 % (p/v).
Se incubd a temperatura ambiente durante 120
minutos en ausencia de la luz. La absorbancia se
determind a la longitud de onda de 760 nm en
un espectrometro (Fisher Scientific, Finlandia).
Se elabord una curva estandar con soluciones
de acido galico (GAE) entre 7,8 a 500 mg/L. La
concentracion de fenoles totales se expreso
como equivalente de miligramos de 4acido
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gdlico por gramo de peso seco de la muestra
(mg GAE/g PS) (11), el valor de concentracién
equivalente de acido gélico fue obtenido a partir
de la ecuacion de regresion lineal de la curva
de calibracién de acido gélico y relacionado con
los gramos de material vegetal utilizado en la
extraccion.

2. Determinacion de la concentracion de
flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides
totales en los extractos, se empled el método
colorimétrico con cloruro de aluminio. Se
combiné 500 plL del extracto concentrado con
1,5 mL de metanol al 95%, seguido de 100 pL
de una solucién de cloruro de aluminio al 10
% (p/v), 100 uL de acetato de potasio 1M y
2,8 mL de agua destilada. La mezcla se incubd
a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente, se midio la absorbancia a una
longitud de onda de 415 nm. Se elaboré la
curva estandar de calibracién con soluciones
de quercetina (QE) en un rango entre 7,8 a 100
mg/L. El contenido de flavonoides totales se
expresa como miligramos de quercetina por
gramo de peso seco de la muestra (mg QE/g PS)
(12).

3. Determinacion de la actividad antioxidante de
los extractos.

Se utilizé el método DPPH, este es un método
quimico que se basa en la capacidad de los
antioxidantes para neutralizar el radical libre
estable DPPH. En una placa de 96 pocillos
se colocaron 20 plL del extracto diluido o la
solucién estandar, con 180 pL del reactivo DPPH
(Sigma-Aldrich, USA) disuelto en metanol-agua
en una proporcién (80:20) a una concentracion
de 150 umol/L y se agitdé por 60segundos. Se
incubd la placa por 40 minutos en ausencia de
la luz a temperatura ambiente, posteriormente
se determind la absorbancia a 515 nm a la
temperatura de 25 °C en el espectrofotémetro
(Fisher Scientific, Finlandia).

La capacidad antioxidante se calculdé como
el porcentaje de inhibicién del radical DPPH
(ecuacién 1), a partir de los valores de
absorbancia obtenida de la muestra (Abs
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muestra) y el control (Abs control), con la
elaboracion previa de una curva estandar de
Trolox (50-500 umol/L) (13).

Abs muestra— Abs blanco
£osmuestra” A0S Ao | &
Abs control—Abs blanco )] 100 (1 )

% inhibicion de DPPH = [1 - (

4. Andlisis de datos

Los datos fueron analizados mediante Minitab
18 Statistical Software (Pensilvania, Estados
Unidos) a través de un disefio experimental 22
Se realizé un anadlisis de varianza para determinar
si existieron influencias significativas entre los
factores: tipos de planta y parte de la planta, asi
como sus interacciones sobre la concentracion
de polifenoles (mg GAE/g PS). Se consideraron
influencias significativas un valor p < 0,05.

RESULTADOS

La cuantificacién de los componentes fendlicos
totales (TPC) presentes en los extractos de las
raices y hojas de ambas plantas, se determinaron
a partir de la ecuacidn de regresiéon lineal
y=0.001x+0.0651 (R?=0.9957) obtenida de la
curva estandar de calibraciéon de dacido galico.
Los resultados de TPC se muestran en la Tabla
1, observandose que en las hojas de ambas
plantas se encontraron los valores mas elevados
de polifenoles.

Tabla 1. Concentracién de TPC en los extractos de
raices y hojas de ambas plantas

Extractos TPC (mg GAE/g PS)

Matico hoja 15,930+ 1,375
Llantén hoja 9,209 + 1,108
Matico raiz 2,400 + 0,026
Llantén raiz 2,682 +0,182

El andlisis de varianza permitié evaluar los
efectos principales de cada factor como su
posible interaccion. Los resultados del ANOVA
indicaronsilasvariaciones enlaconcentracionde
polifenoles (mg GAE/g PS), se deben alosfactores
A (tipo de planta) y B (parte de la planta), ya sea
individualmente o en combinacidn, y si estas
diferencias son estadisticamente significativas.
En la Figura 1 se muestran los resultados de las
herramientas graficas: Diagrama de Pareto y
Grafico de efectos principales.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es %E.E, « = 0.05)
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Figura 1. Graficos obtenidos del analisis estadistico

El grafico de Pareto muestra que los factores
analizados, asi como su interaccién influyeron
significativamente sobre la concentracidon de
polifenoles (mg GAE/g PS). Muestra que el
factor mds relevante es la parte de la planta
(B), ya que su efecto estandarizado supera
significativamente el valor critico (2.31). En el
grafico de efectos principales se evidencian los
efectos principales de cada factor, destacandose
que, en relacion con los tipos de planta, el
matico obtuvo un mayor contenido fendlico
en comparacion con el llantén. Se observa que
con las hojas de matico se obtuvo el mayor
porcentaje de eficiencia de extraccion (15,930 +
1,375 mg GAE/g PS).

La cuantificacion del contenido total de
flavonoides (TFC) presentes en los extractos de
raicesy hojas de ambas plantas, se determinaron
de acuerdo con la ecuacién de regresion
lineal y=0.0076x+0.0918 obtenida de la curva
estandar de calibracién de quercetina, con un
coeficiente de determinacién R*=0.9924. En la
Tabla 2 se muestran los valores obtenidos de
la cuantificacion de flavonoides, observandose
gue en los extractos provenientes de las hojas
se obtuvieron los mayores valores, similar a lo
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observado en el contenido de polifenoles (Tabla
1). Se debe considerar que los flavonoides son
un grupo de compuestos polifendlicos presentes
en las plantas, los cuales cumplen diversas
funciones como proteccién del dafio producido
por la luz ultravioleta y otros agentes oxidantes
(14).
Tabla 2. Concentracion de TFC en los extractos de
raices y hojas de ambas plantas

Extractos TPC (mg QE/g PS)
Matico hoja 2,577 £ 0,025
Llantén hoja 2,319 £ 0,072
Matico raiz 0,358 + 0,004
Llantén raiz 0,657 £ 0,083

De la curva de calibracion realizada con Trolox
se obtuvo la siguiente ecuacion de regresion
lineal: y=0.1561x+4.5179 (R*=0.9961). El
extracto elaborado con las hojas de matico
presentd un porcentaje de inhibicion del radical
DPPH de 80.76 + 0.399 lo que equivale a una
concentracién equivalente de Trolox de 12.463
+0.067 umol/g.

DISCUSION

El mayor contenido de polifenoles y flavonoides
se obtuvo en la hoja de matico (15,930 *
1,375 mg GAE/g PS y 2,577 + 0,025 mg QE/g
PS respectivamente) si se compara con los
resultados obtenidos por Yarleque et al (15)
estos valores fueron superiores (11,65 + 0,037
mg/g para fenoles totales y 0,30 = 0,010 mg/g
para flavonoides), a pesar de que en ambas
investigaciones se utilizé la maceracién como
método de extraccion. Sin embargo, se varié la
concentracién del disolvente, en otros trabajos
se utilizé como disolvente el etanol al 96% (15) y
en esta investigacion se empled etanol al 70%, en
la literatura se menciona que la mezcla etanol-
agua favorece la extraccion de polifenoles y por
esta razon la actividad antioxidante (16).
Ademas, los extractos obtenidos de las hojas
de ambas plantas presentaron un mayor
contenido de polifenoles y por consiguiente de
flavonoides, en comparacién con los extractos
procedentes de las raices, ya que las hojas
estan expuestas a la luz solar. Los polifenoles
actlan como protectores naturales contra el
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dafio causado por la radiacion ultravioleta, por
lo tanto, las hojas tienden a acumular mayores
concentraciones de polifenoles para proteger
sus tejidos fotosintéticos (11).

Se corroboré la actividad antioxidante del
extracto vegetal obteniendo un porcentaje de
inhibicion del radical DPPH de 80.76 + 0.399, este
valor concuerda con los resultados presentados
en otras investigaciones al evaluar diferentes
especies del género Plantago encontrandose
valores desde el 21,56 + 1,95% hasta 94,17 *
0,36% (17). Esta actividad antioxidante se debe
a la presencia de diferentes tipos de flavonoides
en el extracto vegetal de Plantago major L. (18).
Es importante destacar que la actividad
antioxidante estd directamente relacionada con
la concentraciéon de polifenoles, es decir, a mayor
concentracién, mayor actividad antioxidante,
siempre que los polifenoles conserven su
actividad bioldgica. Una mayor eficiencia en la
extraccion podria resultar en un extracto con
una actividad antioxidante superior.

CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion sugieren
que el extracto obtenido a partir de las hojas de
Plantago major L. presentd el mayor contenido
de polifenoles y flavonoides, lo que favorecié su
actividad antioxidante con una concentracion
equivalente de Trolox de 12,463 + 0,067 umol/g
de material vegetal. Se pudiera considerar su
uso como principio activo en la elaboracién
de formas farmacéuticas, no obstante, se
requiere de la aplicacion de otros métodos que
demuestren su actividad antioxidante, asi como
su estabilidad.
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