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RESUMEN

[l objetivo de este trabajo fue caracierizar exiractos ucuosos de especies vegelales sitvestres cn base a su capacidad antioxidante.
inhibicion del pardeamiento enzimatico y citotoxicidad para evatuar su utilizacion como aditivos en mairices alimentarias. Ademds se
compard ¢l calentamiente convencional con el asistido por microondas para realizar los exiractos. Se eligieron 16 especies vegelales
que tienen o tuvieron alguna utilizacién como alimento. El material recolectado se clasificd hotdnicamente, se secd y se molio. Se
realizaron extractos acupsos que luego se filtraron ¥ se midieron polifenoles torales por Folin-Ciocalteu, capacidad captadora de
cadicales libres por DPPI. capacidad de inhibicion de la polifenoloxidasa de manzana y toxicidad utilizande el test de drtemia Safina,
L proceso de extraccion asistido por microondas fuc mas eficiente en ta extraceion de polifenoles v sencitlo de aplicar usando equipo
estdndar v de bajo costo. El estudio preliminar de toxicidad mostré valores muy bajos para la mayoria de las especies. Svlidugo
chilensis, Lantana camara y Ervngium horridum mostraron alto contenido de polifenoles y alta actividad captadora de radicales libres.
Urtica urens mostrd cfecto inhibitorio sobre ta PPO de manzana junte a una LCS0 muy alta. Las especies estudiadas resubtaron
prometedoras para la bisqueda de compuestos antioxidantes como aditivos alimentarios, el uso de especies comestibles s un buen
punto de partida para la scleccion. Se requicren cstudios més profundos sobre la composicion de eslos extraclos para identificar los
metabolitos responsables de las caracteristicas observadas.
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ABSTRACT

The objective of this work was 10 characterize aqueous extracts oblained from wild vegelable species evaluating polyphenol conteat,
antioxidant capacity, inhibition of polyphenol oxidase and cytotoxicity. Normal heating versus microwave assisted heating was also
compared. The intended use of the exiracls is as food additives. Sixteen wild species were selected taking tnto account is lormer use s
food by some populations. All planls were dried, classified systematically and milled. Aqueous extracts were f{illered: 1olal
polyphenols were measured using TFolin-Ciocalteu method, fice radical scavenging capacity was measured using DPPH. inhibition ol
apple polyphenol oxidase was measured and cytoxicity was assessed by brine shrimp assay. Microwave assisted extractions was more
efficient in polyphenol recovery besides it is simple and uses a standard home device. Mos of the species studied showed low
cytotoxic levels. Solidago chilensis. Laniano camara y Eryngium horridum showed high polyphenol countent and frec radical
scavenging activity. Urfica wrens inhibited apple PPO and had very low loxicily. The species used in this work are interesting as
source of antioxidanl compounds to use in food additives. the fact they were used as [ood was a geod slarting point due o its low
toxicity, Future work is required to get deeper insights in the compounds responsible of the biological activity observed.
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INTRODUCCION

Actualmente, muchas especics vegetales silvestres son utilizadas como alimentos (ensaladas. aderezos. sopas, cocciones. salsas y
pickles) debido a su valor cultural ¥ nutricional (1,2}, Estas caracleristicas las hacen interesantes como material de pariida para fa
busqueda de aditivos alimentarios. Estos tienen un nicho de aplicacion importante en los alimentos minimamente procesados debido a
que los comsumidores prefieren los aditivos naturales {3). En comparacion con las especies cultivadas, las silvesires poseen la
capacidad de generar mayor canlidad de metabolites secundarios, lo cual Jas hace muy interesantes como (uente de nuevos
compuestos (4}, Los compuestos fendlicos naturales (fenoles, acidos fendlicos, flavonoides, tanines ¥ lignanos) tienen una amplia
gama de propiedades fisiologicas ¥ representan los metabolitos secundarios con mayor capacidad antioxidante en alimentos. Estos
actlan a través de diferentes mancras, pueden depurar radicales libres y también son capaces de inhibir la peroxidacidn lipidica (5,6).
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Ademas, podrian acluar como quelanies de iones metdlicos que inducen la oxidacion (7). Estos iones e encuentran presenites en el
sitio activo de la poliftnoloxidasa de ocurrencia natural, a cual interviene en las reacciones de oxidacién como el pardeamienio
enzimatico (8).

L.as especies vegetales seleccionadas en este trabajo han sido utilizadas desde antafio en medicina popular o como alimentos por
diferentes culturas. Fsta apreciacion podria utilizarse para definir un criterio de atoxicidad. Sin embargo, dada la complejidad quimica
de los extractos se hace necesario ampliar el estudio de sus posibles efectos téxicos. En este contexto el ensayo de toxicidad en
Artemia salina ha sido ampliamente utilizado por diferentes grupos de investigacion para detectar actividad citotéxica de extraclos
naturates con potencial interés como aditivo alimentario (9).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar extractos acuosos de especies vegetales silvestres en base a su capacidad antioxidante,
inhibicion del pardeamicnto enzimdtico v cilotoxicidad para evaluar su utitizacion como aditivos en mairices alimentarias v comparar
dos métodos de exwraccion. calentamiento tradicional & ebullicion y asistido por microondas,

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

L.os reactivos 2,2-difenil-1-picrithidrazil, catecol y butilhidroxitoluene (BHT) fueron adquiridos cn Sigma- Bs. As. -Argentina, el
dcido ascérbico. etanol v el carbonato de sodio fueron adquiridos en Cicarretli-Rosario-Argentina, et reactivo de Folin-Ciocalteu ¥ el
acido gatico fueron adquiridos en Biopack- Bs. As. — Argentina. La sal de mar (rod Sea). fos huevos de Artemia salina y levadura
fueron adquiridas en Pergamino. Peia. de Bs. As. Todas las drogas utilizadas fueren de calidad analitica.

Material vegetal

Se recolectaron 16 especies vegetales en Pergamino, provineia de Buenos Aires, Argentina. Pura cada especie vegetal se recolectaron
dos ejemplares. Ademds se confecciond un voucher specimen, el cual fue depositado en el herbaric de la Facullad de Ciencias
Agrarias perteneciente a la Universidad Nacional de Rosario, ubicado en la localidad de Zavalla provincia de Santa Fe. las especies
recolectadas fueron: Solanum sisvmbriifolium Lam. Var. Sisvmbriifolium (88), Sida rhombifolia 1.. (SR), Oxalis articulata (OA),
Lanfana camara L. (1.C), Commeling erecta L. var. crecta (CE). Matricaria recutita 1. (MR), Xanthivm spinosum L. (X8), Dipsacus
Sidionum L. (DF), Carduus acanthoides L. (CA), Setaria parviflora (Poir.) Kerguelen var. parviflora (SP). Sofidago chilensis (SC).
Nicotiana longuiflora (NL), Urtica wrens (U Lolium multiflorum (LM), Ervagium hovvidum (EH) y Sphaeralcea bonariensis
(Cav.) Griserb (SB).

Preparacion de extractos

El total det material vegetal recolectado (planta entera) se secéd en estufa a 60 °C con circulacion forzada vy luego se molid cn un
molino tipo Wiley con malla de 2 mm y se mezelo de mancra homegénea. Se utilizaron 1,3 g de material vegetal seco y pulverizado y
30 mi de H,O destitada. Los extractos se obtuvieron por calentamiento directo (EE) (10 minutos a 100 °C) y wiilizando microondas
(EM) (10 minutos 90W). Los extractos fueron [ilirados y liofilizados. Para cada exiracto se realizo una extraccion con metanol. las
soluciones resultantes fueron filtvadas y concentradas a presion reducida. El rendimiento de los extractos se calculd como porcentaje
en pesa del extracto seco obtenido respecto de la masa del material vegetal de partida.

Determinacion de polifencles totales

El contenido de fenoles totales se determind utitizando la téenica de Folin-Ciocalleu y dcido gdlico como cstiandar. A 2,4 mib. de
solucidn acunsa de extraclo (0,83 mg/ml) se agregd 0,20 mL de reactivo de Folin. Luego de 5 minutos se agrego 2,4 mL de carbonato
de sodio al 10%. La mezcla se manguvo en la oscuridad durante 30 minutlos y se registré la absorbancia a 760 nm usando un
espectrofotdmetro Lamda 25 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) (10). Para cada muestra se realizé un blanco sin el agregado de
reactive de Folin. El contenido de fenoles 1otales fue calculado realizando una curva de calibracion con 4cido galico como estdndar,
Los resultados se expresaron como ppm de acido gdlico por g de extracto.

Determinacion de actividad captadora de radicales libres

L.a capacidad captadora de radicales libres fue determinada de acuerdo al método reportado por Ghasemzadeh y col. {11) con algunas
modificaciones. Brevemente, se utilizo una solucidn formada por 985 ul. de solucién de DPPH (3%) en elanol y 15 ul. de extracto a
una concentracion de 70 pg/ml para todas las especics. Se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Posteriormente se registro la
absorbancia a 518 nm. La actividad antirradicalaria (AA%) fue determinada de acuerdo 2 ta siguiente formula;

AAY= 100~ ({(Abs. Muesira- Abs. Blanco)/Abs Control * 100)

Donde Abs. Mucstra contenfa 985 pL de DPPH 3%y 15 uL de extracto, Abs, Blanco contenia 15 ul. de extracio y 985 puL de etanol ¥
Abs Control contenia 15 pl. de ctanol y 985 pl. de DPPH (3%). Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado y los
resultados promediados.

Inhibicién de polifenolexidasa
L.a enzima PPO se extrajo a partir de manzanas de variedad red delicious. Parles iguales en peso de manzana y buffer fosfato 50 mM
{pH 6,8) se homogeneizaron con una procesadora de alimentos durante 3 minutos en presencia de poli-PVP. El homogenizado se filted
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repetitivamente utilizando un pafio de tela hasta obtener un liquido limpido. El Hquido obtenido se centrifugd 20 minutos & 4 °C a una
velocidad de 12000 x g, El sobrenadanie se utilizd para el ensayo.

Para cuantificar ¢l cfecto inhibitorio de los extractos analizados se utilizo el indice de actividad enzimatica relativa residual (REA) el
cual representa la actividad residual de la enzima, lucgo de adicionar los distintos inhibidores, con respecto a la enzima sin inhibir
(12). La mezcla de reaccion conteniendo 100 ull de sobrenadante y 1900 ul. de buifer, se incubo en presencia del posible inhibidor a
25 °C durante 5 minutos. Luego se dispard la reaccion agregando 1 mL de catecol 0,2 M y se registré la absorbancia a 420 nm de
forma continua durante 2 minuios a la misma temperatura. Se resto el color del extracto wiilizando una mezcla de reaccidn en las
mismas concentraciones pero sin ¢l agregado de PPO.

Ensayo de letalidad de Ariemia safina. |

Para obiener las larvas de Artemia saling se agregaron 100 mg de huevos por cada lirro de solucidn de sal de marina (3.8%} en agua
bidestilada previamente oxigenada, los huevos se incubaron 48 h bajo luz artificial.

Iin tubos de ensayo se adicionaron 10 larvas y se completoé a 5 ml con solucidn salina y a cada tubo de agregaron 40 ul. de cade
extracto redisuclio en agua de tal manera que la concentracion final fue 600, 300, 150, 75, 33.5 v 12,25 ug/mL. Posteriormente se
apregd a cada lubo una gota de levadura a 0.6 mg/mL, Como blanco s¢ utilizé una solucion de sal de marina sin el agregado de
extracto v como control positivo una solucidn de dicromato. Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado. Los resultado
obtenidos s¢ procesaron en un ordenador transformande los porcentajes de mortalidad en PROBIT, los cuales se utilizaron para
efecttiar una regresidn lincal que permitio caleufar 1a LC30 de los extractos que s¢ define como la concentracidn que matd e 50% de
las larvas (13).

ANALISIS ESTADISTICOS
Se realizd la prueba de  de Student para muestras apareadas para determinar las dilerencias entre los métodos de extraccion. S¢ utitizd
el software InfoStat version 2012. Grupo InfoStal. FCA, Universidad Nacional de Cdrdoba, Argentina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Rendimiento de extraccion

Se analizaron los rendimientos de extraceion de los EE y EM, En términos generales las EE mostraron porcentajes de extraccion
mavores que los EM. Los EE de las especics Carduus acanthoides, Dipsacus fullonum, Matricaria recutita. Xanthinm spinosum,
Lantana camara y Solidago chilensis mostraron los mayores rendimientos con valores de 12.04%. 10,22%, 10,12%, 13,82%., 14.07%
y 17,07 respectivamente. mientras que los EM de las especies Marricaria recutita. Xanthivm spinosum, Dipsacus fllonum y Solidago
chilensis mostraron valores de 10,58%, 10.59%, 9,13% 14,87 respetivamente. l.as especies Marricaria recwtita y Solidugo chilensis
mostraron  importantes rendimientos en ambos procesos exiractivos. Los cxtractos de Sida rhombifolia y Sphaeralcea bonariensis
tante a cbullicidn como en microondas gelificaron fucgo del proceso de calentamiento, ambas especics pertenceen a la familia
MALVACEAE. Por lo tanto, estas especies fucron desestimadas en las posteriores determinaciones.

Contenido de polifenoles y actividad antirradicalaria

En la Tabla 1 se muestra el contenido de polifencles totales expresados como eguivalentes de dcido gdlico v la actividad
antirradicalaria medida por captacion de DPPH de los extractos acuosos realizados utilizando los dos tipos de calentamiento, El
proceso utitizando microondas presentd un promedio mayor de polifenoles para las especies estudiadas (p<0.05). Los compuestos
fendlicos son considerados como los compuestos fitoquimicos de mayor actividad biologica (14). Giovanelli, G., & Buratti, S. (135).
reportaron que las especies silvesires contiene entre dos v tres veces mas polifenoles que las especies cultivadas. Lantana camara.
Solidago chilensis v Eryngium horridum presentaron el mayor contenido de polifenoles para ambos tipos de extracciones. Lanfana
camara €5 ulilizada como hierva medicinal en la medicina folklorica {16) y como alimento en otras regiones del planeta (17. 2). Se
han reportado diferentes polifenoles de esta especie los cuales contienen en su estructura base una flavona y antraquinona (16}, La
infusion de Solidago chilensis posee usos medicinales (18) y se ha reportado actividad inhibidora de acetitcolinesterasa (19). Ademas
sus principales metabolitos scgundarios son los aceiles esenciales, diterpenoides y flavonoides, siendo la quercetrina el principal
constituyente {200, Se ha reportado que las especies del géncro Eryngium contienen saponinas, flavonoides, aceite esencial, glucosidos
monoterpénicos ¥ dcidos fendlicos (21). Marceti¢ y col. (22) ha reporiado el principal flavonoide es apigenina. Ademads, los extractos
cloroférmicos de estas especics mostraron actividad antimicrobiana (23).
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Tabla t. Contenido de polifenoles totates para los extlractos obtenidos por ebullicion (EE) v microondas (EM) expresada conio
equivalenle de acido galico en mg/g de extracto seco (media+DE).

Especie polifenoles totales (EM) polifenoles totales (EE)
Oxalis articulata 22.320,7 18.3:40.6
Carduns acanthoides 401 361
Solanun sisimbriflorum 391 33,940.9
Setaria parviflora 22.6:4:0.6 16,9+0,5
Commelinag erecta 341 27+0.8
Dispsacus fullonum 371 27£0.9
Matricaria recutita 33=1 14,4+0,5
Xantivm spinosum 532 30,1+0,9
Lantiana camara 120+4 70+2
Solidago chilensis 15044 15542
Nicotiana longuiflora 9643 981
Urtica urens 27,1£0.7 5241
Lolivm nuidltiflorum 4241 392
Ervngium horridum 1334 12242
Sida rhombifolia s/d s/d
Sphaeralcea bonariensis s/d s/d

Fn la Tabla 2 se detallan los resultados de actividad antirradicalaria medida como porcentaje utilizando el ensaye de DPPH. Para esta
propiedad no se encontré diferencia significativa entre los dos métodos de extraceion. Las especies Lanfana camara, Carduis
acanthoides, Selidago chilensis, Ervagium horridum v Commelinag erecta se destacaron de las demds por su alto valor de actividad
antirradicalaria. Sin embargo los EE de la Lantana camura. Eryngium horridum y Solidago chilensis mostraron valores elevados de
AAY% (78.04, 67.00 v 49.00 %) respectivamente y los EM de Solidago chilensis, Lantana camara, Ervagium horridwm y mostraran
valores de AA% (98.00, 85.00 y 64.00 %) respectivamente. Por 1o tanto no se puede mencionar cual proceso extractivo favorecio la
actividad antirracdicalaria.
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Tabla 2. Actividad antirradicalaria para los extractos oblenidos por ebullicion (EE) y microondas (EM ) expresada como %o de
desaparicion de DPPH para una concentracion de extracto de 70 pg/ml (mediatDE).

Lspecie AA% (EM) AA% (ER)
Oxalis Articulata 7.8x£0.4 28+1
Carduus ucanthoides 3543 39+£2
Solanum sisimbriflorum 4,6+0,2 19.8+0.9
Setaria parviflora 14.2+0,7 17.4£0,8
Commeling erecta 54£3 261
Dispsacus fullonum 2741 33+2
Muatricaria recutita 16.0+0.8 18,220,9
Xanfium spinosum 21l 37£2
Lantiona camara 85+4 78+4
Solidago chilensis 985 492
Nicotiana longuiflora 2941 28x2
Lirtica urens 1,40+0.07 4403
Lolium multiflorum 8.620,4 741
Ervngium horridum 6443 6742
Sida rhombifolia sid sid
Sphaeralcea borariensis s/d w/d

Ademds, para las especie mds activas en cada proceso extractivo, se delerminaron la concentracion necesaria para producir la
captacion del 50% del radical DPPH a la concentracion de trabajo (AA30%) (Tabla 3). Sofidago chilensis (EM) y Lantana camara
(L2} mostraron una AASOY% de (L031y 0.030 mg/ml respectivamente, Como control positivo se wtilizd BHT y 4cido ascdrbico siendo
los valores de AAS0% 1,53 mg/mi y 0,053 mg/ml respectivamente. Se ha reportado alto contenido de actividad antioxidante en
infusiones y extractos hidroalcohdlicos de Solidago clilensis y este efecto ha sido atribuido a la su alto contenide de Tlavonoides

principalmente quercetina (24),

Tabfa 3. Actividad antirradicalaria medida como la concentracion necesaria para captar el 30% del DPPH para fos extractos de
Lantara camara y Solidago chilensis comparado con antioxidantes conocidos.

muestras AAS0% (mg/ml)
Lantana camara (LE) 0,0304£0.003
Solidago chilensis (EM) 0.03 140002
dcido ascorbico 0,05320,004
BT 1.53£0.06

El andlisis de la relacidn entre el contenido de fenoles v la capacidad antioxidante para todos los extractos se muestra en la Figura 1.
Se observd una relacion positiva a para EE (R*=0,6161) fundamentalmente promovido por ¢l extracto de Lanfana camara, ¢l cual
presentd altos valores para polifenoles y para AA. Para EM ¢l R? Tue de 0.6778. Estas corrclaciones pucden alejarse de la lincalidad
porque ¢l mélodo de lFFolin-Ciocalteu es especifico para compuestos fendlicos, y la actividad antioxidantie también puede ser exhibida
por compuestos no fendlicos (25-26). La relacion enire el contenido de fenoles v la capacidad captadora de radicales en ambos
procesos de exiraccion sugiere gue entre el 61,61% y 67,78 % de la actividad evaluada para las especies vegetales estudiadas resulta
de la contribucidn de los compuestos [endlicos de ocurrencia natural.
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Figura 1. Relacion entre la actividad antirradilcalaria y el contenido de polifenoles para los extracios a ebullicion (EE) obtenidos
por calentamiento en microondas (EM)

Ensayo de inhibicion de PPO

Solo Urtica urens y Solidago chilensis mostraron un efecto inhibitorio de la PPO de manzana con valores de REA de 31% y 85%
respectivamente. a una concentracidn de 3,1 mg/ml. El exiracto acuoso de Urtica wrens mostréd una menor cantidad de polifenoles y
AAY% comparado con Solidago chilensis. Desde este punto de vista podria pensarse que la capacidad inhibitoria de la PPO del extracto
de Urtica urens estd mediada por compuestos solubles en agua diferentes de los pofifenoles, mas aun teniendo en cuenta que para esta
especic las extracciones con metanot o etanol rinden mayores cantidades de polifenoles que las acuosas (27). Para ahondar cn esic
tema s¢ necesilaria ampliar ¢l cstudio witlizando diferentes solventes de extraccion.

Ensayo de letalidad de Arremia salina.

El ensayo de letalidad de Artemia saling es considerado como una herramienta Gtil para la evaluacion preliminar de la toxicidad de
extractos vegetales dade que se correlaciona razonablemente bien con la propiedad citoldxica (28) ¥ con los lest en animales de
laboratorio como ratas o ratones (29). Se ulilizé como control positive una solucion de dicromato ¢l cual mostré una LC30 de 16.6
ug/ml., resultado similar al reportado por Malinas-Salinas y $Said-Fernandez (30) (12,6 ng/ml.). A partir de los resultados obtenidos
se realizé una clasificacién segun ¢l criterio establecido por Sanabria-Galindo (31) el cual utiliza categorias de toxicidad que van de
nula a alta Tabla 3.

Tabla 3. Valores de de LC50 en Artemia salina para los extractos acuosos estudiados

Especie LCS0 (pg/ml) Toxicidad
Carduus acantohides &7 moderada
Allizem cepa 120 moderada
Alliwm sativum 128 moderada
Nicofiana longiflora ‘ 209 modcrada
Solidago chilensis 324 baja
Lolivm multiflorum 758 baja
Urtica urens 3236 nula
Oxalis articulata 1011 nula
Erygium horridum ND nula
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Debido a la dificultad de establecer un criterio de toxicidad con validez amphia se decidid realizar el mismo estudio con extracios de
especies comestibles de manera de comparar los valores de LC50 con extractos que se consideran seguros. Los valores de LCS0
obtenidos para ajo (Alfium cepa) y cebolla (Allium sativum) fucron de 120.2 v 128,8 pp/inL respectivamente. Gyawali R., (32) reporté
resultados en ¢l mismo orden de magnitud para Allium sativum (17248 pg/mL). Lo esta comparacion solo Carduns acantoliides
presentd una toxicidad mayor que un extracto acuoso de ajo o cebolla.

Solidago chilensis y Erygium horridum mostraron la mayor cantidad de fenoles y presentaron baja y nula toxicidad, Otros estudios
también han encontrade que las plantas con altos contenidos de polifenoles presentan baja toxicidad en comparacién con otros -
metabolitos segundarios (33).

CONCLUSIONES .

E1 cstudio de especies silvestres lacales se presenta como una alternativa interesante para la hisqueda de nuevos compuestos con
actividad antioxidante,

El procese de extraccidn asistido por microondas demostré ser mds eficiente en la extraccion de polifenoles y no se observo diferencia
respecto de fa actividad. La extraccién utilizando calentamiento por microondas es muy sencilla de aplicar. Ef equipo de extraccion
wutitizado fue de tipo esténdar y de bajo costo y los extractos obtenidos fueron mas faciles de filtrar 1o que lo hace una técnica
interesanie para obtener extractos naturales,

El estudio preliminar de toxicidad utilizando Artemia salina mostrd valores muy bajos para la mayoria de las especies indicando que ¢l
uso de especies comestibles es un buen punto de partida para la seleccion.

Tres especics presentaron simultancamente alto contenido de polifenoles v alla actividad captadora de radicales libres (Sofidago
chilensis, Lantana camara y Ervagium horridum). Urtica urens moslré efecto inhibitorio sobre la PPO de manzana junto a una LC5,
muy alta lo que lo hace prometedor como aditivo antipardeamiento y alienta [uturas investigaciones.

Si bien se encontrd que las especies que presentaron mayor contenido de polifenoles y mayor actividad antirradicalaria fueren las que
mostraron menores LC50, 1a alta inhibicion de la PPO de manzana por Urtica urens {clasificada como toxicidad nula) por un lado v la
muy baja citoloxicidad de Ervnghum horridum {alta AA% y contenido de polifenoles), por otro indican que no siempre la {oxicidad ¥
la bicactividad estdn acopladas. Se requieren estudios mas profundos sobre la composicién de estos extractos para identificar los
metabolitos responsables de las caracteristicas observadas,
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