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Resumen: El objetivo de este trabajo fue investigar el contenido de fenoles y la actividad biologica en hojas de Diplotaxis tenui-
folia recolectadas en la Patagonia (Argentina). La actividad de antiglicosilacion se evalué mediante los modelos de albimina
sérica bovina-glucosa (BSA-glu) y la reaccion de Maillard. Solo en el extracto acuoso de materia seca, la reaccion de Maillard
se logroé inhibir un 40 %. Los resultados restantes no permitieron realizar conclusiones. El extracto acuoso presenté6 mayor
contenido de polifenoles que el metandlico (1074,25 y 647,5 mg equivalente de acido galico/100 g de materia seca, respectiva-
mente). Por otro lado, el contenido de flavonoides fue comparable entre los extractos acuoso y metanolico (218,2 y 213,4 mg
equivalente de quercetina/100 g de materia seca, respectivamente). En cuanto a las propiedades antioxidantes, CUPRAC (ca-
pacidad de antioxidante sobre el cobre) presenté valores de 655,6 mg equivalentes de Trolox /100 g de materia seca y 749,6 mg
equivalentes de acido ascorbico/100 g de materia seca para el extracto acuoso y 1045,2 mg equivalente de Trolox/100 g de ma-
teria seca y 1203,9 mg equivalente de acido ascérbico/100 g de materia seca para el metanélico. El ensayo de reduccion DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) exhibié valores de 203,3 mg equivalentes de Trolox/100 g de materia seca y 180,0 mg equivalentes
de acido ascorbico/100 g de materia seca para el extracto acuoso, y 97,7 mg equivalentes de Trolox/100 g de materia seca 'y 89,3
mg equivalentes a acido ascérbico/100 g de materia seca para el metanélico. Los resultados obtenidos demuestran el potencial
antioxidante de D. tenuifolia recolectada en las regiones extremas de la Patagonia. Esta planta comestible es una fuente rica de
antioxidantes que debe considerarse como alimento funcional, su consumo es recomendable para prevenir el dafio celular al
eliminar los radicales libres nocivos. Palabras Clave: rucula salvaje, polifenol, antioxidante.

Abstract: The goal of this study was to investigate phenolic contents and biological activities in leaves of Diplotaxis tenuifolia
collected in Patagonia (Argentina). Anti-glycation activities were tested by bovine serum albumin-glucose (BSA-glu) and Mail-
lard reaction models. Only in the case of water extract of dry matter, Maillard reaction could be 40 % inhibited. The remaining
results do not allow make definitive conclusions. Water extracts exhibited higher polyphenol content than methanolic ones
(1074.25 and 647.5 mg Gallic acid equivalent/100 g of dry matter, respectively). On the other hand, flavonoid content was com-
parable between the water and methanolic extracts (218.2 and 213.4 mg quercetin equivalent/100 g of dry matter, respectively).
Regarding antioxidant properties, CUPRAC (Cupric reducing antioxidant capacity) showed values of 655.6 mg Trolox equiv-
alent/100 g of dry matter and 749.6 mg ascorbic acid equivalent/100 g of dry matter for water extracts and 1045,2 mg Trolox
equivalent/100 g of dry matter and 1203,9 mg ascorbic acid equivalent/100 g of dry matter for methanolic ones. DPPH (2,2-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assay displayed values of 203,3 mg Trolox equivalent/100 g of dry matter and 180.0
mg ascorbic acid equivalent/100 g of dry matter for water extracts, and 97.7 mg Trolox equivalent/100 g of dry matter and 89,3
mg ascorbic acid equivalent/100 g of dry matter for methanolic ones. The results obtained highlight the antioxidative potential
of D. tenuifolia collected in extreme regions like Patagonia. This edible plant is an antioxidant-rich source that should be con-
sidered as functional food, its consumption is recommendable to prevent cell damage by scavenging deleterious free radicals.
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Introduccion

La familia Brassicaceae (Cruciferae) presenta 350 géneros y alre-  Las brasicaceas son importantes fuentes de compuestos bioactivos
dedor de 3.500 especies. Incluye algunas especies de relevancia  con propiedades farmacologicas debido a la presencia de glucosi-
en la economia mundial, tanto horticolas, como ornamentales, lonatos, flavonoides, folatos, fibras y carotenoides *. La flor ama-
oleaginosos, forrajeros y una gran variedad de condimentos . Di-  rilla se caracteriza por presentar elevados niveles de hierro, calcio
plotaxis tenuifolia (L.) DC. es una de las especies pertenecientes a  y potasio; contiene algunas vitaminas, particularmente vitamina A
la familia Brassicaceae, conocida vulgarmente como “racula sal- y acido ascorbico. Con excepcion de las raices, todos los tejidos
vaje” ! o0 “flor amarilla” 2. Esta planta perenne, originaria de Eu- de D. tenuifolia contienen flavonoides y polifenoles que, en forma
ropa y Asia occidental, se introdujo en el afio 1920 en Argentina  conjunta con el acido ascérbico, le confieren propiedades antioxi-
como planta melifera pero se ha difundido convirtiéndose en una  dantes por lo que su inclusion en la dieta resulta recomendable °.
de las especies invasoras mas abundantes .
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Los antioxidantes son compuestos capaces de retrasar o inhibir
los procesos de oxidacion que se producen bajo la influencia del
oxigeno o especies reactivas de oxigeno. Recientemente, los an-
tioxidantes han atraido considerable atencion en relacion con los
radicales y el estrés oxidativo como preventivos de enfermedades
degenerativas, cancer y envejecimiento celular °.

En nuestro pais se han realizado numerosos estudios sobre D. te-
nuifolia como especie invasora, pero existen escasas investigacio-
nes vinculadas con sus propiedades nutricionales y/o farmacolo-
gicas. Este trabajo tiene como objetivo determinar el contenido
de polifenoles, flavonoides, la actividad antioxidante y antiglico-
silante presentes en extractos acuosos y metanoélicos de hojas de
D. tenuifolia.

-
Materiales y Métodos

Recoleccion del material de estudio

Se recolectaron plantas de D. tenuifola silvestre en enero de 2017
del Valle Inferior del Rio Chubut (VIRCh), Argentina. Las ho-
jas de D. tenuifolia se sometieron a desecacion en estufa a 37 °C
durante 2 dias. El material se conservo en un lugar fresco y seco
hasta su posterior estudio.

Preparacion de extractos, acuoso y metanolico

El extracto acuoso se obtuvo a partir de 1 g del material seco sus-
pendido en 10 ml de agua destilada y luego tratado en autoclave
a 120 °C durante 15 min. El extracto metanoélico se obtuvode 1 g
de material seco suspendido en 10 ml de metanol y en agitacion
durante 3 ha 37 °C. En ambos casos los extractos se centrifugaron
a 3.000 rpm y los sobrenadantes obtenidos se conservaron a -20
°C hasta el momento de su procesamiento.

Propiedades antiglicosilacion de los extractos
Reaccion de Maillard (Lys-Glu)

Los efectos de los extractos en la reaccién de Lys-Glu Maillard se
determinaron mediante protocolos descritos anteriormente 7. Se
realiz6 una mezcla de glucosa y lisina (1 mol/l, 0,5 ml) con 0,5
ml de los extractos y 0,5 ml de buffer fosfato de sodio (0,25 ml/l)
en tubos de ensayo con tapa a rosca y se sometieron a 50 °C en
baiio termostatico durante 3 h. Se midi6 la absorbancia a 465 nm
y el porcentaje de inhibicion de la reaccion de Maillard se calculo
segtin la formula®

Inhibicién de la reaccion de Maillard (%) =

{Abs 3 h de la muestra - Abs 0 h de la muestra)’ 100
" (Abs 3 h del blanco - Abs 0 i del blanco)

Modelo de glicosilacion BSA-Glu

El ensayo de antiglicosilacion se realizé segin el modelo albumi-
na sérica bovina-glucosa (BSA-Glu) °. La glucosa (1,5 ml/l, 0,5
ml) se agregd a 0,5 ml del buffer de fosfato de sodio (50 mmol,
pH 7,4) y 0,5 ml de los extractos, se incub6 por 2 ha 37 °C. Luego
del agregado de albumina de suero bovino (30 mg ml™, 0.5 ml) se
incub6 a 37 °C durante 5 dias. Se centrifugaron las mezclas y se
tomo 100 pl del sobrenadante de cada reaccion y se adiciond 1 ml
de NBT (cloruro de nitroblue tetrazolium), se dejoé incubar duran-
te 10 min y se midio la absorbancia a 500 nm. El porcentaje de
la capacidad de antiglicosilacion se obtuvo mediante la siguiente
formula

Capacidad de antiglicosilacion (%) =
Capacidad antioxidante de los extractos
Capacidad antioxidante segiin el método de reduccion DPPH

La capacidad antioxidante se evalud segun el método de reduc-
cion de DPPH 1. Se realizaron curvas estandares con Trolox y
acido ascorbico como agentes reductores (10-200 pg/ml) y los re-

{Abs 5 dias de la muestra - Abs 0 dias de la muestra)
(Abs 5 dias del blanco - Abs 0 dias del blanco)

sultados fueron expresados como mg equivalentes (Eq) de Trolox
0 acido ascorbico por 100 g de materia seca.

Capacidad antioxidante sobre el cobre (CUPRAC)

La capacidad reductora de los extractos se determin6 mediante el
poder antioxidante reductor del cobre siguiendo la metodologia
previamente descrita ''. Se utilizé como estandares Trolox y acido
ascorbico como agentes reductores (10-200 pg/ml) y los resulta-
dos fueron expresados como mg Eq de Trolox o acido ascérbico
por 100 g de materia seca.

Contenido fenoélico total

El contenido fendlico total de los extractos se determind por el
método de Folin-Ciocalteu siguiendo las recomendaciones deta-
lladas previamente '2. Se realiz6 una curva de calibracion utilizan-
do acido galico como estandar, los resultados se expresaron como
mg Eq de acido galico por 100 g de materia seca.

Contenido total de flavonoides

El contenido total de flavonoides en los extractos se determind
segln la técnica descrita previamente . Se realizé una curva de
calibracion utilizando quercetina como estandar y el resultado de
la concentracion de flavonoides se expresé como mg Eq de quer-
cetina por 100 g de materia seca.

-
Resultados y Discusion

En este trabajo se utilizaron dos técnicas para determinar la capa-
cidad antiglicosilante de los extractos de D. tenuifolia: 1a reaccion
de Maillard y el modelo de glicosilacion glucosa-albiimina sérica
humana. En la primera se determina la capacidad de los extractos
de inhibir la reaccion no enzimatica entre los grupos amino de
un aminoécido con un azucar reductor. En el modelo restante se
determina la capacidad de interferir la reaccion de Maillard entre
los grupos amino libre de las 59 lisinas que posee la albimina y
la glucosa a través de su grupo carbonilo libre. Los resultados
nos permiten decir que solo en el caso de los extractos acuosos se
logré inhibir parcialmente la reaccion de Maillard (>40 %). En el
modelo de glicosilacion glucosa-albiimina los datos no permiten
llegar a conclusiones definitivas poniendo en duda la utilidad de
la técnica con estos tipos de extractos. Este método esta basado
en la formacion de las bases de Schiff y se utiliza principalmente
para controlar el nivel de proteinas glicosiladas en sangre en los
diabéticos '* sin embargo, la técnica muestra interferencia cuando
se trabaja con extractos de absorbancia elevada como los obteni-
dos con D. tenuifolia. En la actualidad se utilizan métodos basa-
dos en fluorescencias de los productos de glicosilacion avanzada
(AGEs) &, siendo un modelo maés eficiente que evita este tipo de
interferencia.

El extracto acuoso de D. tenuifolia presentd un 60 % mas de con-
centracion de fenoles con respecto al extracto metandlico, mien-
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tras que las concentraciones de flavonoides resultaron semejantes
para ambos métodos de extraccion (Tabla 1). Estudios previos han
determinado que la cuantificacion de fenoles varia segin la espe-
cie de Diplotaxis, los 6rganos vegetales, como también depende
de los factores ambientales y de crecimiento 3. Los resultados de
este trabajo concuerdan con los obtenidos en estudios anteriores,
donde se implement6 la metodologia basada en la reduccion de
molibdeno del reactivo Folin-Ciocalteu. En ensayos realizados
con extractos metandlicos de D. harra, se registraron una concen-
tracion de fenoles y flavonoides de 547 mg Eq de acido galico/100
g de materia seca y 383 mg Eq de quercetina/100 g materia seca,
respectivamente '°. Mientras que en estudios con extractos acuo-
sos de D. harra, se determinaron concentraciones de 1017 mg de
acido cafeico/100g materia seca y 383,7 mg de Rutin/100 g de
materia seca, para fenoles y flavonoides, respectivamente '*. Los
resultados obtenidos permiten afirmar que resultan comparables

Extractos Fenoles®  Flavonoides "

(D. tenuifolia)

[
Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indicarian el potencial de
D. tenuifolia como alimento o como suplemento dietario debido
a sus propiedades fitoquimicas. Su contenido en polifenoles, fla-
vonoides y actividad antioxidante se vincularia con la capacidad
de disminuir o eliminar efectos del estrés oxidativo y en conse-
cuencia favorecer la salud de los consumidores. Investigaciones
posteriores deberan estar dirigidas a determinar las variaciones
de los parametros estudiados en funcion de diferentes especies,
regiones geograficas, variacion estacional y también la aceptacion
del consumidor sobre la base de su palatabilidad.

Acuoso 10742555 | 2182+224

Metanolico 6475 43 2134 =363

2033+4]12

97.0x21]

180,0£18,1 | 6556+422 7496+299

89357 | 10452804 | 120392170

Tabla 1: Actividades biologicas de los extractos de Diplotaxis tenuifolia: fenoles, flavonoides, DPPH, CUPRAC (media + desvio es-

tandar).

*Resultados expresados como mg equivalente de acido galico/100 g de materia seca; ° resultados expresados como mg equivalentes de quercetina/100
g de materia seca; © resultados expresados como mg equivalentes de Trolox/100 g de materia seca; ¢ resultados expresados como mg equivalentes de

4cido ascorbico/100 g de materia seca.

las concentraciones de polifenoles y flavonoides entre las especies
D. tenuifolia y D. harra. Si bien se muestran pequefias variacio-
nes en la cuantificacion de fenoles, estas pueden estar asociadas a
diferentes factores como la especie evaluada, el lugar de cosecha
del material vegetal, las condiciones climaticas y las etapas de
desarrollo de la planta ',

Debido a la falta de un método estandarizado que determine con
precision la capacidad antioxidante de extractos vegetales, resulta
recomendable usar mas de un ensayo analitico. En este trabajo
se utilizaron los métodos DPPH y CUPRAC basados en la trans-
ferencia simple de electrones . La capacidad antioxidante de
los extractos acuoso y metandlico exhibieron valores mas altos
por el método CUPRAC que los determinados por el método de
reduccion de DPPH. La técnica de CUPRAC permite determinar
antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos en simultaneo, mientras
que el analisis DPPH interfiere en la deteccion de antioxidantes
hidrofilicos, debido al solvente utilizado, alcanzando valores
menores. Los resultados obtenidos en general concuerdan con
trabajos previos donde evaltan diferentes especies de la familia
Brassicaceae %'7. Resultaria conveniente estandarizar los métodos
de extraccion y los métodos de deteccion con el propodsito de es-
tablecer comparaciones entre géneros/especies y las influencias
ejercidas por factores externos, como clima, region geografica,
estadio del cultivo etc. cultivo etc.
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