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RESUMEN: Actualmente el objetivo de los estudios sobre propéleos y especies vegetales como nuevas
fuentes de antioxidantes y antimicrobianos naturales, es utilizarlos en alimentos funcionales y preparados
farmacéuticos con el fin de reemplazar los antioxidantes sintéticos, que estan siendo restringidos debido a
sus potenciales riesgos para la salud y toxicidad. Las tecnologias nuevas de extraccion llamadas
“limpias”, como las de fluido supercritico, estan a la vanguardia hoy en dia por la rapidez para obtener
extractos y por su eficiencia. El objetivo de este trabajo es comparar la eficiencia de extraccion de
principios activos mediante el método convencional (EC) y extraccion supercritica (ESC), estudiando la
actividad antimicrobiana. Se analizd una muestra de propdleos (Camino a las Arcas 2010) y una especie
vegetal (Larrea cuneifolia), ambos cosechados al norte de la provincia de Tucuman. Para el caso de
Larrea cuneifolia, el rendimiento logrado fue superior en EFS que en EC, mientras que en propéleos
sucedi6 lo contrario. En la composicion quimica, ambos presentaron perfiles similares en compuestos de
naturaleza fendlica. La actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos por ambas técnicas se
mantuvo frente a S. aureus, pudiendo inferir que los compuestos fendlicos presentes son, al menos en
parte, responsables de esta actividad.

compleja, elaborada por las abejas a partir de
resinas vegetales y secreciones propias (Asis,
1991). Sus principales componentes son
flavonoides, acidos fendlicos y sus ésteres, con
efectos biol6gicos y farmacoldgicos. Se le
atribuyen propiedades antiinflamatoria,

1 INTRODUCCION

Los alimentos funcionales contienen algunos
componentes que ademas de la funcién de
nutricién, juegan un importante rol en el

mejoramiento de la salud humana (Sun, 2007). inmunoestimulante, antimicrobiana, antiviral,
Los compuestos fendlicos se pueden encontrar en entre otras. Desde 2008, el propdleos y
vegetales, frutas, miel, propdleos y bebidas subproductos fueron incorporados al Cddigo

provenientes de plantas como ser el té y el vino. Alimentario Argentino ~ (CAA), Resolucion

Este tipo de compuestos son beneficiosos para la
salud humana en la prevencion de enfermedades
ligadas al estrés oxidativo y como conservantes
por sus propiedades antimicrobianas (Prior, 2013;
Zampini, 2009).

El propdleos, del griego propolis (defensor de la
ciudad), es una resina cérea de composicion

Conjunta SPRel N° 94/2008 y SAGPyA N°
357/2008.

En la flora nativa de la provincia de Tucumaén, se
detectaron numerosas especies reconocidas con
actividad biol6gica y usos en alimentacion,
pertenecientes a diversas familias. Estas
resultaron ser factibles de usar en tecnologia
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alimentaria al ser una potencial fuente de
estructuras quimicas activas (Ej: flavonoides).
Una especie reconocida del Noroeste argentino es
Larrea cuneifolia, perteneciente a la familia
Zygophyllaceae. Es un arbusto de tallos lefiosos,
cilindricos y resinosos, que presenta actividad
bioldgica por su contenido de flavonoides vy
compuestos  fendlicos, ademas de otros
metabolitos de interés (Harborne y Williams,
2000). Esta especie seleccionada para este trabajo
ya fue estudiada desde el punto de vista
biolégico, aunque no se estudio frente a todos los
agentes patogenos de alimentos. (Quiroga, 2004;
Zampini, 2007).

Cobra fundamental importancia el estudio en
paralelo de propoleos y especies vegetales, a fin
de evaluar la posible presencia de algunos
metabolitos secundarios existentes
coincidentemente en ambos. En algunos casos,
este hallazgo sugiere la posibilidad de que ésta
fuera una de las especies vegetales mas visitada
por la abeja Apis mellifera (Agostini, 2004).
Actualmente, debido al incremento en el consumo
de alimentos saludables se han desarrollado
muchas investigaciones para obtener las
sustancias que los componen de una forma
segura, rapida y de bajo costo. En general, la
extraccion de éstos compuestos se realiza a través
de solventes organicos, pero resultan poco
efectivos por ser tdxicos, inflamables, poco
selectivos y muy laboriosos.

Una buena alternativa para solucionar estos
problemas se encuentra en el uso de la extraccion
supercritica (ESC) ya que ademas de su
seguridad, pueden obtenerse mejores resultados
porque tienen la capacidad de disolver o extraer
un mayor nimero de estos componentes con una
mejor calidad y mediante un proceso mas eficaz.
Los beneficios de aplicar la tecnologia de ESC en
la industria de alimentos son varios, comenzando
por su respuesta a las demandas de producir sin
dafiar el medio ambiente, ya que en general los
fluidos utilizados en esta técnica (generalmente
anhidrido carbénico) no son contaminantes. La
industria quimica requiere de éstos fluidos para su
desarrollo sostenible ya que evitan los problemas
de residuos en los productos finales, los riesgos
para el personal de laboratorios de los
compuestos organicos volatiles y su descarga a la
atmosfera. Es por esto que la extraccién por
fluidos  supercriticos es considerada una
aplicacion de tecnologias “limpias” (Brunner,
2005).

El objetivo de este trabajo es evaluar los recursos
naturales autéctonos con la aplicacion de
tecnologias “limpias”, que se realizan en conjunto
con la UNSE, en comparacidn con la extraccion
convencional por solventes organicos, estudiando

el perfil quimico de los extractos y la actividad
antimicrobiana.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Material

Se analizaron una muestra de propéleos (Camino
a las Arcas 2010) y una especie vegetal (Larrea
cuneifolia) ambos cosechados al norte de la
provincia de Tucuman. La identificacion de la
especie ensayada fue realizada por el Lic. Alberto
Slanis y un espécimen se encuentra depositado en
el Herbario de la Fundacion Miguel Lillo (LIL),
Tucuman.

La cosecha del propéleo se realiz6 mediante
técnica de raspado y usando mallas en colmenas
de abejas Apis mellifera.

2.2 Métodos de extraccion
2.2.1 Extraccion Convencional

Se colocé una porcién de la muestra de propdleos
(1 gr.) y de la especie vegetal (5 gr.) en
erlenmeyers donde se maceraron con 10 y 20 mL
de etanol 80% respectivamente, durante 48 hs. La
muestra de propdleos se sonicd durante 15
minutos a 25°C. Luego se filtraron por gravedad.
Los residuos sélidos fueron resuspendidos en el
mismo solvente para el caso de propoleos y
etanol 50% para Larrea cuneifolia hasta
agotamiento. Los extractos fueron reunidos vy
concentrados en evaporador rotatorio a presion
reducida a una temperatura no mayor a 50°C.
Estos extractos se los denomino convencional
(EC). La eficiencia del proceso viene dada por su
rendimiento que se expresa en por ciento (%).

2.3 Extraccion supercritica

Se tomaron aproximadamente 0,5 gr. de las
muestras y se colocaron en la celda de extraccién.
El fluido extractor, el didéxido de carbono,
mezclado con un 10 % de etanol como
modificador organico, se presuriza usando
nitrégeno desde un cilindro conectado a un vaso
de presurizacién para obtener las condiciones
supercriticas (90 atmésferas y 60°C de
temperatura). El tiempo de extraccion para cada
muestra fue de 30 minutos y el material extraido
se recibio en etanol. El equipamiento basico
utilizado en este trabajo es un extractor
construido en los talleres de la Universidad
Nacional de Santiago del Estero (UNSE). Los
extractos fueron reunidos y concentrados en
evaporador rotatorio a una temperatura no mayor
a 50°C. Estos extractos fueron denominados
supercriticos (ESC).EI rendimiento de extraccion
se expresd en por ciento (%).
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2.3 Cromatografia en capa delgada

La composicion de los extractos (EC y ESC) se
analizaron por técnicas cromatograficas en capas
finas (TLC) segin Wagner y Bladt (1996), en
particular el contenido de sustancias del tipo
flavonoides. Se utilizd placas de silica gel G60
con indicador de fluorescencia Fjs4. LoOS
cromatofolios de activaron en estufa 20 minutos a
110°C para eliminar humedad. Se sembraron las
muestras de propodleos y del extracto vegetal a
una concentracién de 20 pg/mL. En el caso de los
estandares la concentracion fue de 0,5 pg/mL. En
la cdmara de desarrollo se colocd el eluente
ciclohexano; acetato de etilo; acido acético en
relacion 31:14:5 para propdleos y tolueno; acetato
de etilo; &cido acético; metanol 4:1:1:1 para la
especie vegetal. Se saturd en esta fase movil por
12 hs para lograr corridas mas veloces vy
homogéneas. Las placas secas fueron reveladas
fisicamente mediante luz UV de onda corta y
onda larga (254 nmy 365nm).

2.4 Actividad Antimicrobiana

Se sigui6 el método de Rahalison (1991)
modificado, frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). En los ensayos bhioautograficos se
estudiaron los extractos usando como control
positivo Gentamicina y control negativo etanol
80%, solvente utilizado para ambas muestras. Se
sembraron los extractos a una concentracion final
de 10 mg/mL.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Métodos de extraccion

Se obtuvieron los extractos tanto de propéleos
como Larrea cuneifolia por método convencional
y por extraccién supercritica. La eficiencia de la
extraccion se evalio como la cantidad de extracto
obtenido sobre la cantidad de muestra seca inicial,
por 100 gr. de muestra. Los resultados alcanzados
se expresan en la Tabla 1:

Tabla 1. Rendimiento de la extraccién por EC y
ESC

Muestras | Rendimiento Rendimiento
EC [%] ESC [%0]

Propdleos

Camino a 32,19 29,31

las Arcas

2010

Larrea 27,76 34,56

cuneifolia

Como se puede observar en la Tabla 1, el
rendimiento en la extraccion supercritica es
mayor que en la convencional para Larrea
cuneifolia, sin embargo el rendimiento de los
propoleos fue ligeramente mayor para la EC.

3.2 Perfiles cromatograficos

Se observo similares perfiles cromatogréaficos con
los extractos convencionales y supercriticos tanto
para propoleos como para Larrea cuneifolia.
Ambas muestras, obtenidas por ESC revelaron
un perfil similar a la de las EC.

En cuanto a la eficiencia en la EFS en propdleos,
segln las condiciones aplicadas, se extrajeron
todos por el grupo de la UNSE. La ESC extrajo
los mismos compuestos que la EC pero a menor
concentracion. Esto podria deberse a que solo se
realizd una corrida del mismo, es decir, no se
agoto la droga. y a las propias variabilidad del
método. Por el contrario, en la especie vegetal se
observé que los compuestos de mayor y menor
polaridad fueron extraidos por ESC, aunque la EC
reveld una mayor variedad de los mismos.

3.3 Actividad antimicrobiana

Al realizar el estudio de actividad antimicrobiana
se observd que ambos tipos de extraccion
mostraron actividad frente a Staphylococcus
aureus y E.coli, como se muestran en la Fig.1.y
en la Tabla 2

Tabla 2. Resultados de actividad antimicrobiana
de los extractos convencionales y supercriticos.

Muestras S. aureus
Propo6leos Camino a
las Arcas 2010 (EC) +
Propo6leos Camino a
las Arcas 2010 (ESC) +
Larrea cuneifolia(EC) +
Larrea cuneifolia
(ESC) +
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Figura 1. Método bioautografico con EC y ESC
frente a Staphylococcus aureus.

4 CONCLUSIONES

Los beneficios de aplicar la tecnologia de
extraccion por fluidos supercriticos en la industria
de los alimentos son varios, comenzando por su
respuesta a las demandas de producir sin dafar el
medio ambiente, ya que en general los fluidos
utilizados no son contaminantes, sumado a que
requiere menos tiempo y menor cantidad de
solvente.

Los rendimientos logrados por las muestras
fueron mayores en la técnica de extraccién
supercritica para la especie vegetal y ligeramente
menor para propdleos en comparacion con la
extraccion convencional. No obstante,
dependiendo de la muestra tratada, la extraccion
por fluidos supercriticos muestra un caracter mas
prometedor que la técnica convencional en la
extraccion de compuestos.

La actividad antimicrobiana tanto de propéleos
como de Larrea cuneifolia por ambas técnicas se
mantuvieron, acorde a lo esperado en el estudio
de la bibliografia y trabajos precedentes (lsla,
2005; Park, 2002), lo que lleva a pensar que los
compuestos extraidos y que segun los resultados
obtenidos por los métodos cromatograficos son de
naturaleza  fendlica, podrian  considerarse
responsables de la actividad antimicrobiana.

El aporte de estos estudios serd proponer la
asociacion de compuestos bioactivos para ser
considerados por la industria alimentaria como
alternativa valida y relativamente econémica en el
desarrollo de alimentos funcionales sin el
agregado de conservantes artificiales.
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