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1. RESUMEN

Los alimentos funcionales son aquellos que ademebhspmbrte nutricional, ayudan a
prevenir ciertas enfermedades. En este trabajd@ela la investigacion de propdéleos
de Amaicha del Valle para su posible uso en tegialalimentaria. Las actividades
bioldgicas estudiadas fueron: antimicrobiana, aidente por método dg-caroteno y
DPPH, antiinflamatoria y enziméatica frente xantixédasa.

Se puede afirmar las muestras cosechadas en AnugtNalle (Tucumén) poseen una
importante actividad antimicrobiana frente a lognmdrganismos estudiados. Ademas
poseen buena actividad enzimatica y antiinflamatdfarticularmente, los resultados
correspondientes a la actividad antioxidante ptesea los propéleos de Amaicha del
Valle como posible materia prima para el disefio aflsmentos funcionales. Este
producto natural renovable, capaz de ser aplicadsl disefio de alimentos funcionales
podria prevenir especificamente ciertas enfermedade se inician por reacciones
bioquimicas oxidativas. La actividad econdmica @esarrollada en la region, daria
importante rentabilidad para la industria, como tagibién a los apicultores de esta
zona de Tucuman.

2. INTRODUCCION

Hace 50 afios la OMS definié salud como un “estaelcampleto bienestar fisico,
mental y social y no meramente la ausencia deraeftad (Anon., 1998f). Esto implica
que la persona debe estar en perfectas condicipmeso necesita de algun tratamiento
médico.

Se define como “estado de salud” a aquel en el ejumdividuo estad en buenas
condiciones fisicas y no presenta ningun sintori@&imado con cansancio o fatiga. El
“estado de enfermedad” es entonces, aquel en daqoersona presenta sintomas que
requieren tratamientos médicos. En el “estado ness¢ud” que existe intermedio entre
el estado de salud y el de enfermedad, la persdmbeevarios sintomas (cansancio,
depresion, irritabilidad) que pueden afectar stisidades cotidianas.

Simultaneamente, mientras se observaba que lasiasegquimicas y bioldgicas iban en
franco desarrollo, los costos de los tratamien®®mfermedades crénicas también se
incrementaban. De alli que la medicina modificakjetivo y pasa del tratamiento de
las enfermedades a la prevencion de las mismas

Es entonces en el estado de semisalud, en donde icgportancia el mercado de los
alimentos funcionalesCabe destacar que cualquiera de estos alimentmerideser
usado en la prevencion y no como medicamento cuastdocursando la enfermedad.



En la actualidad, se est4d abordando con mayorémtier investigacion de alimentos
funcionales basados en fitoquimicos para su usecelogia alimentaria. El estudio de
extractos naturales proporcionaria nuevas molécatdivas para el disefio de los
mMismos.

Dentro de los fitoquimicos, los extractos de prepélresultan de importancia. Este
producto de la colmena es una resina cérea, deasicign compleja y consistencia
viscosa, que las abejas elaboran a partir de pkasicesinosas de diferentes vegetales y
gue utilizan en la construccién, reparacion y praten de la colmena. Ampliamente
utilizado desde la antigledad con diversas findiéda actualmente se investigan las
acciones, efectos y posibles usos del propoledsa@ogia y medicina, destacando su
utilizacibn como suplemento dietético y en la indasfarmacéutica. En tecnologia
alimentaria las propiedades antioxidantes, antwbianas y antifangicas del propéleos
pueden ofrecer una gran variedad de aplicacionedaceentaja de que sus residuos
pueden ser beneficiosos para la salud hufana

3. OBJETIVO

Con el prop6sito de demostrar que el propdle@sAmaicha del Valle es apto para su
potencial uso en el disefio de alimentos funcionale®ste trabajo se presentan algunos
de los numerosos estudios realizados por nuestrpogen los Ultimos afios para
determinar su actividad bioldgica.

4. METODOLOGIA

4.1 Composicion

4.1.1 Perfil cromatografico por HPTEC

Para conocer cualitativamente la composicion daif@sentes muestras de propoleos
cosechados de colmenas de Amaicha del Valle, de&eeromatografia en capa
delgada de alta resolucion (HPTLC) en la cual, désplel desarrollo en un sistema de
eluente adecuado, se observan los diferentesg=erfil

Para la realizacion de esta cromatografia en ptidgada de alta eficiencia, se
sembraron alicuotas de® de cada extracto en cromatoplacas (10 x 20cmL&P-
F254-S (Merck Co.). Se desarrollé durante 100 romaproximadamente, utilizando
como sistema eluente etanol 95%: agua destiladd55%/v). Concluido el desarrollo
las placas fueron observadas bajo luz ultraviaetéongitud de onda de 254 y 366nm,
utilizando un equipo U.V. Cole Parmer, modelo UVPGL-58.

4.1.2 Perfil cromatografico por HPEC

La determinacién cuantitativa de la composiciomuca de las diferentes muestras de
propdleos se estudid por cromatografia liquidal@deediciencia (HPLC). Esta técnica
fue realizada utilizando un cromatografo liquidanskdzu modelo LC-10 equipado con
columna de fase reversa y acoplado a un detectarrdglo de diodo. La fase movil
utilizada fue una mezcla de metanol, agua y acafti@ en un sistema de gradiente.
Para la identificacion de los compuestos fuerorlizatos patrones auténticos
Extrasynthese A.A. Co., Francia.

4.2 Actividad bioldgica

4.2.1 Actividad antimicrobiarfa Sobre discos de papel Whatman N°3 (5 x 1mm de
diametro) fueron aplicados 10 de los respectivos extractos de propdleos. Estos
colocaron en desecador con silica a temperaturégeatatpor 24 horas. Posteriormente,



fueron mantenidos en estufa a 60°C por 2 horaslpa&iaminacion de cualquier residuo
etandlico.

El andlisis de la actividad antimicrobiana de Igsaetos de propdleos sobre la bacteria
gram positivaStaphylococcus aureusobagulasa positiva fue realizada de acuerdo al
meétodo descrito por Blaét al (1958). La actividad antimicrobiana fue deterrdia@or

la formacion del halo inhibitorio alrededor de tbscos.

-4.2.2 Actividad Antibacteriand'” se utilizaron diversas cepas de bacterias: ATCC,
Instituto Malbran (IM), Instituto Pasteur (IP) yldeaboratorio de Microbiologia (LM),
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad NacideaCuyo, Mendoza. Cepas Gram
(-): Escherichia coliATCC 25922, LM Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853,Salmonella enteritidigIM), Yersinia enterocoliticdIP). Cepas Gram
(+): Staphylococcus aureuseticilino- sensible ATCC 29213 $taphylococcus aureus
meticilino resistente ATCC 43300.

Las bacterias fueron mantenidas en agar MuelleteHirpor 24 hs a 37°C. Las
suspensiones celulares se ajustaron en agua dastg#éril a una concentracion final de
5.1C UFC/mL utilizando la escala 0,5 de Mac Farlandrg@nsen y col., 1999).

Ensayo antibacteriano: determinacion de la CIM @otracion Inhibitoria Minima).
Para evaluar la actividad antibacteriana de losaeiis metandélicos de propdéleos
(EMP) y/o compuesto se utilizé6 el método de dilacen agar, usando medio agar
Mueller-Hinton de acuerdo a lo informado por Fergscol. (2001). El ensayo se llevd
a cabo en tubos. Se prepararon soluciones mados @xtractos en La CIM se definio
como la menor concentracion de extracto, que ndarthaesarrollo visible luego del
tiempo de incubacion.

4.2.2 Actividad antioxidanfe La actividad antioxidante fue determinada por la
oxidacion acoplada df - caroteno y de &cido linoleico como fue descsto las
referencia&®® (Hammerschimidt & Pratt, 1978; Pratt & Birac, 197 att & Watts,
1979). Se graficé absorbancia porcentual en fund@niempo transcurrido para testear
de esta manera como se degrada paulatinamefteagbteno en presencia del acido
linoleico y cdmo es inhibida esta degradacion ygeé medida por los diversos EEP
usados en este analisis.

-Ensayos de decoloraciéon de DPPH

Para la busqueda de agentes atrapadores de radlia se empled el
bioensayo “in vitro” del radical DPPH (1,1-difer@tpicrilhidracilo) de acuerdo a lo
reportado por Tapia y col., (2004). Este ensayfusdamenta en que el radical DPPH
(Aldrich), de color violeta intenso, al ser captliozgpierde su color caracteristico. Es
posible cuantificar la capacidad de captura decedels libres que poseen distintos
extractos y/o compuestos, mediante la determinad&ngrado de decoloracion que
provocan a una solucién metandlica de radical. Coapiador de radicales libres de
referencia se utilizé catequina. Los valores ssgman como la mediala desviacion
estandar.

4.2.3 Actividad antinflamatoria: En tejidos aninmleel espacio extracelular se
encuentra ocupado por diversos tipos de heterggdliglos que forman una matriz que
mantiene unidas las células individuales y propmaiproteccion, forma y soporte a
células, 6rganos y tejidos. El 4cido hialuronicao e los polimeros que proporcionan
resistencia y flexibilidad a cartilagos y tendongsifica este grupo de polisacaridos
extracelulares.
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El glucosoaminoglucano acido hialurénico (hialutona pH fisiol6gico) de la matriz
extracelular de los tejidos animales antes citatlm#tiene unidades alternas de acido D-
glucuronico yN-acetilglucosamina.

Dado que el acido hialurénico tiene por funcionricér las articulaciones de los
vertebrados, cuando actia la enzima hialuronidabse sese sustrato degradandolo,
comienza un proceso de tipo inflamatorio en dichdigulaciones. En esto radica la
importancia de encontrar moléculas o mezclas d&s elue inhiban la accién de la
enzima. La inhibicion de la actividad de hialurasd fue determinada conforme a lo
descrito en las referenct4s® La enzima hialuronidasa es la responsable desvari
procesos inflamatorios, ya que actta sobre la dagidn de &cido hialurénico e inhibe
su actividad. Por esto es de importancia encomianpuestos capaces de evitar la
accién de la enzima sobre el sustrato, ejercientlore accion antinflamatoria.

Se graficé porcentaje de inhibicion de la enzimeapzada EEP evaluado, siempre
comparado con un control negativo que no conteassascia capaces de inhibir la
accion de la enzima.

4.2.4 Actividad Enzimética: Ensayo de la Inhibicifmla xantina oxidasa

La enzima oxidasa de la xantina (XO) (E.C 1.1.3@2)una metaloflavoenzima que
cataliza la oxidaciéin vivo de hipoxantina a xantina, y de ésta a acido Uhieeles
altos de urato son caracteristicos de la gotacasio también dolores articulares
fuertes. Estos Ultimos son causados probablementel glepdsito de cristales de urato
de calcio en las membranas sinoviales. En el anchiitico, la enfermedad se combate
mediante el uso del alopurinol, un analogo estrattde la hipoxantina y a la vez,
potente inhibidor de la xantina oxidasa. Para kEgbéda de inhibidores alternativos de
la XO en extractos vegetales, se emplea un bioeneayitro que mide el efecto que
ejerce el extracto sobre la actividad de la enziemauna reaccion estandarizada. El
efecto inhibitorio se expresa como porcentaje Héicidn de la enzima con respecto a
una reaccion control sin inhibidores. Para estuldiaactividad de la enzima xantina
oxidasa con xantina como sustrato, se midi6 eggfetdmétricamente a 290 nm
usando el procedimiento reportado originalmente lgory col. (1985), con algunas
modificaciones. Los extractos crudos se evaluaranaconcentracion de 3@/mL.
Aquellos extractos o productos que inhibieron lzira en mas del 50% fueron
nuevamente ensayados para determinarga I1C

5. RESULTADOS

- En la figura 1 se presentan los fingerprints ¢RHPTLC correspondientes a las 11
muestras de Amaicha del Valle, que demuestranrotarte que la composicion de los
propoleos estudiados es la misma a pesar de halmecssechados de colmenas de
diferentes zonas de Amaicha.



Figura 1. RP-HPTLC de 11 muestras de propdleos cosechaddifedentes lugares de
Amaicha del Valle.

-En la figura 2 se presentan los resultados defilgerprint de RP-HPLC de una
muestra de propéleos (m3) de Amaicha del Valle emparacion con muestras
cosechadas en Uruguay, Buenos Aires (Argentina)taS@ruz (Brasil) y resina de
Populus alba

-Los resultados de la actividad antimicrobianateastaphylococcus aureus por uso de
swabs, se presentan en la tabla 1. En la tablar@ssene la actividad antimicrobiana
expresada por los MICs en pg/ml.relativa.
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Figura 2. RP-HPLC fingerprint de propdleos cosechados emliay, Amaicha del
Valle, Buenos Aires (Argentina), Santa Cruz (BjagiResina d€opulus Alba



Tabla 1. Actividad antimicrobiana de EEP y extracto metadwtie resina de alamo
sobre el microorganisnm&aphylococcus aureus

Muestras Zona de inhibicion (mm) frent&aaureus
Santa Cruz (Brasil) 2.0
Uruguay 1.0
Buenos Aires (Argentina) 15
Amaicha del Valle (Argentina) 2.5
Resina de dlamo 4.0

-En cuanto a la actividad antioxidante, los resldsadel método de Pratt se presentan
en la figura 3
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Figura 3. Actividad antioxidante evaluada por método de R¥atfatt para Propdleos
de Amaicha del Valle (A. del V.), Uruguay, Grup¢B3asil), USA y Buenos Aires

La tabla 2 contiene valores de actividad antioxielgror el método de DPPH como asi
también, Xantina Oxidfasa. Los resultados se ptaseggsomo la media s.d.

En la figura 4 se presentan los resultados detiaidad antiinflamatoria de propoleos
de Buenos Aires, Grupo 3 (Brasil), Uruguay, AmaideaValle (Tucuman) y USA
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Figura 4. Actividad antiinflamatoria de prop6leos de BueAa®s, Grupo 3 (Brasil),
Uruguay, Amaicha del Valle (Tucuméan) y USA

6. CONCLUSIONES

-Se puede afirmar que el perfil de las 11 muestca®chadas en Amaicha del Valle
(Tucumén) es bastante interesante en lo que respelets actividades bioldgicas aca
estudiadas. Los propoleos de Amaicha del Valle ggosena importante actividad

antimicrobiana frente ataphylococcus aureus segin el estudio realizado por el método de



swabs y por dilucién por tubos de Cepas Gram E3cherichia coliATCC 25922, LM
Escherichia coli, Pseudomonas aerugin@dsBCC 27853,Salmonella enteritidigIM),
Yersinia enterocolitica(lP). Cepas Gram (+)Staphylococcus aureumeticilino-
sensible ATCC 29213 ytaphylococcus aureuseticilino resistente ATCC 43300.
Ademas poseen buena actividad enzimatica y amtimetoria.

Particularmente creemos que los resultados comegpates a la actividad antioxidante
por el método de Pratt & Watt y de DPPH, presentasgropdleos de Amaicha del
Valle como posible materia prima para el disefio aflmentos funcionales. Este
producto natural renovable, capaz de ser aplicadd disefio de alimentos funcionales
podria prevenir especificamente ciertas enfermedade se inician por reacciones
bioquimicas oxidativas.

La actividad econdmica asi desarrollada en la regléria importante rentabilidad para
la industria, como asi también a los apicultoresdda zona de Tucuman.

Destacamos que el CAA (cédigo alimentario argeftpermitia hasta el presente la
comercializacién del propoleos debiendo indicar etnenvase que se trata de un
suplemento dietario, a pesar que de que las pragésd bioldgicas de propdleos
ameriten aprobarlo por medio del ANMAT (Administi@t Nacional de
medicamentos, alimentos y tecnologia) para su msoeglicina.

En conclusion creemos que para el desarrollo deealios elaborados en base a
propoleos se presenta como un desafio para lantegji@ndo necesaria la interaccion de
apicultores, investigadores, empresarios y gobgerno
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Extracto XO Samr Samr Sams Sams E.coli E.coli DPPH decoloracién (ug/ml)
Extractos

blando 50 pg/ml Btatica Bcida | Btatica Bcida Btatica Bcida 100 50 10
Muestral 72.66 100+0.0 250 >500 250 >500 1000 1000 90.60:1.42 89.250.14 51.643.030
Muestra2 59.47 | 96.34:6.34 200 >1000 100 >500 1000 1000 95.56:0.39 93.530.38 62.9%5.17
Muestra3 60.76 | 84.41%12.08 250 >500 200 >500 750 >1000 96.721.76 94.290.53 64.225.76
Muestrad 73.00 | 97.624.11 250 >500 250 >500 1000 1000 98.86t1.60 74.836.31 49.795.17
Muestra5 43.33 | 98.91+1.88 250 >500 200 >500 1000 1000 100:0.0.0 10@0.0 78.023.55
Muestra6 66.10 | 91.33t12.97 250 >500 250 >500 750* >1000 96.73:0.48 96.530.57 63.441.76
Muestra7 4471 | 81.452.58 250 >500 250 >500 750 >1000 95.98:0.69 95.920.34 70.630.97
Muestra8 69.25 | 90.58:4.88 250 >500 250 >500 1000 1000 94.84:0.27 94.760..20 64.331.17
Muestra9 51.05 | 88.68t7.47 300 1000 250 >500 1000 1000 88.52:0.27 90.133.29 69.131.45
MuestralO 58.55 | 92.48:13.02 250 >1000 200 >500 1000 1000 90.134.44 88.0&7.51 40.322.77
Muestrall 48.35 | 97.833.76 250 >500 200 >500 750 1000 92.332.11 91.045.12 53.386.38
Cefotaxina 0.5 0.5 0.5

Tabla 2. Actividad relativa al control inducida por EEP Almaicha del Valle y Cefotaxina por método de DPRé&ftina Oxidfasa y
actividad antibacteriana. Los resultados se prasardmo la media_s.d. y MICs en pg/ml.



