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APLICACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOL’ICO DE PROPOLEOS ROJO
CUBANO EN EL DESARROLLO DE UNA BIOPELICULA ACTIVA

HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF RED CUBAN PROPOLIS FOR BIOACTIVE
FILMS

RESUMEN

La adicién de extractos bioactivos dentro de la matriz polimérica de peliculas
biodegradables no solo contribuye a la reduccion de algunos problemas
medioambientales sino, potencia las propiedades antimicrobianas y antioxidantes
de extractos de origen natural que pueden emplearse en el desarrollo de envases
activos. Cuba presenta formaciones vegetales tropicales tipicas y un alto
porcentaje de plantas endémicas que puede proporcionarle una composicion
quimica peculiar a sus propéleos, diferentes de otros origenes geograficos. Los
compuestos con actividad antibacteriana y antioxidante presentes en su
composicion quimica pueden incluirse en la matriz de una biopelicula y a partir de
sistemas de liberacidon controlada aplicar a la conservacion de alimentos. El
objetivo de este trabajo fue medir la capacidad antioxidante por el método FRAP
de una pelicula base almidén con extractos de propdleos rojo cubano y evaluar su
efectividad como envase activo a partir de la determinacion del grado de inhibicion
de la oxidacion lipidica en carne molida de cerdo refrigerada cubierta con la
pelicula, por el método del acido tiobarbiturico TBA. Se obtuvo una capacidad
antioxidante de 319,86 (S=1,2) uM /100 g expresado como oxidacion del i6n
ferroso y un 21 % de inhibicion de la oxidacion lipidica de la pelicula en el modelo
evaluado.
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ABSTRACT

The addition of bioactive extracts inside the polymeric matrix of biodegradable films
contributes to the reduction of some environmental problems but also; enhance the
antimicrobials and antioxidant properties of extracts from natural origin to be used
in active packaging. Cuba has typical vegetable formations of tropical areas, within
a high percentage of endemic plants, making available a peculiar chemical
composition of propolis to others of different geographical origins. The antibacterial
and antioxidant compounds in chemical composition of Cuban red propolis could
be used in controlled release systems to food preservation. The objective of this
work was measure the antioxidant capacity of corn starch film contained red
Cuban propolis extract by the FRAP method and its grade of lipid inhibition in a
model system by means of the method of tiobarbituric acid TBA. The antioxidant
capacity obtained was 319,86 (S= 1,18) yM /100 g expressed like ion ferric
oxidation and 21 % of lipid oxidation inhibition.
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INTRODUCCION

El propbleos es una mezcla resinosa aromatica y compleja, con una variable
apariencia fisica elaborado por las abejas (Apis mellifera ) a partir de exudados de
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diversas plantas'? y es conocido por sus propiedades biologicas y antibacterianas,
antifingicas, antioxidante y antiviral®>. En muchos paises, se lo utiliza ademas
como aditivo por sus propiedades antioxidantes. Unas gotas de solucién de
propdleos incluidas en productos envasados o en alimentos frescos, pueden
prolongar entre dos y tres veces su vida util lo que se ha comprobado en trabajos
realizados con pescados congelados, grasas y aceites, ron y bebidas alcohdlicas y
podrian extenderse a otra clase de alimentos tales como carne vacuna, cordero,
cerdo, pollo, fruta, etc.*>%’

En Cuba ha cobrado auge su empleo por sus reconocidas propiedades
medicinales, siendo este uno de los productos naturales mas activos que se
insertan en las investigaciones al respecto (cosméticos, suplementos alimentarios
y medicamentos). Cuba cuenta con mas de un 51% de flora endémica que puede
proporcionarle una composicidon quimica peculiar a los propdleos nativos vy
justificar su variabilidad en diferentes zonas del pais.®101112.13

Los estudios actuales relacionados con el envasado activo estan encaminados
hacia la caracterizacion de nuevas peliculas basadas en hidrocoloides de fuentes
no convencionales y hacia la determinacion de la capacidad que estas poseen
para liberar compuestos con funciones preestablecidas. Asi mismo, deben
evaluarse las interacciones y la estabilidad que puedan ofrecer dichas
matrices.'* 11617

En el Instituto de Investigaciones para la Industria Alimentaria, se viene
desarrollando esta linea de investigacion insertado inicialmente en el Proyecto
CYTED “Desarrollo de nuevos envases” y mas recientemente en el de “Empleo de
recursos de la agroindustria en la obtencidbn de peliculas bioactivas vy
biodegradables”. Se ha desarrollado una pelicula activa base almidén, con la
incorporacion de propdleos rojo cubano, con una formulaciéon cuyas propiedades
funcionalgg son coincidentes con las de peliculas semejantes reportadas en la
literatura.

Para evaluar el poder antioxidante se emplean diversos métodos, como el “Ferric
Reducing Ability of plasma” (FRAP), utilizado para medir la actividad antioxidante
del plasma humano. Actualmente, se le denomina Ferric Reducing/ antioxidant
Power y su utilizacion se ha extendido al estudio de diferentes compuestos,
mezclas o extractos biologicos. El fundamento del método consiste en la reduccion
de un compuesto o mezcla de compuestos(X) sobre el Fe** presente en un
complejo con un compuesto organico: Tripiridiltriazina (TPTZ). Cuando el hierro
del complejo es reducido a la forma ferrosa toma un color azul que presenta un
maximo de absorciéon a 593 nm y cuya intensidad del color es proporcional a la
capacidad reductora del compuesto ensayado19.

El objetivo de este trabajo fue medir la capacidad antioxidante por el método
FRAP de una pelicula base almidon con extractos de propdleos rojo cubano y
evaluar su efectividad a partir de la determinacién del grado de inhibicion de la
oxidacion lipidica en carne molida de cerdo refrigerada cubierta con la pelicula, por
el método del acido tiobarbiturico TBA.

81



MATERIALES Y METODOS

1 Propiedades antioxidantes

2 Determinacion del contenido total de fenoles por el método de Folin-

Ciocalteau

Se determind el contenido total de fenoles de los extractos empleados y en las
peliculas obtenidas. Este ultimo a partir de la extraccion de 1 g de pelicula en 20
mL de una solucién de etanol / agua (50/50 m/m) bajo agitacion de 200 min™" por 2
h.

En un tubo de ensayo de 15 mL de capacidad se adicionaron 50 pL de la muestra
y luego se adicionaron 2.5 mL de solucién diluida de reactivo Folin (1+9 de agua).
Se esperd 5 min y se adicionaron 200 uL de carbonato de sodio al 7.5%. Después
de 2 h se ley6 la absorbancia a 765 nm. Se empled una curva de calibracién para
acido galico como estandar y se calculd la concentracion como:

Concentracion de mg fenoles totales/L = (4bsorbancia —a/ b)xfd

Donde Absorbancia: Lectura realizada

a: intercepto de la recta de mejor ajuste de la parte lineal de la curva de
calibracion

b: pendiente de la recta de mejor ajuste de la parte lineal de la curva de calibracion
para R?= 0,998
fd: factor de dilucion 1mLmuestra/3 mL de solucién etanol/agua (50/50w/w).

Se evalud la estabilidad en el tiempo del contenido de fenoles, por tres meses de
conservaciéon de la pelicula a temperatura ambiente. A los resultados se les
determinaron los estadigrafos media y desviacion tipica.

1.1. Determinacion de la capacidad antioxidante por el método Ferric

Reducing Ability of plasma (FRAP)

Se elabor¢ la curva de calibracion a diferentes concentraciones de cation ferroso.
En un tubo de 10 mL de capacidad se adicionaron 50 pL de la muestra (extraccion
en la pelicula a partir de 1 g de la misma en 20 mL de solucion 50/50 m/m
etanol/agua) y se adicionaron 1,5 mL de reactivo FRAP. Se atemper6é a 37 °C
durante 30 min y se ley6 la absorbancia a 593 nm,

La concentracion de pM de hierro Fe** se calculé como:
Concentraciéon de uM de FE** = (4bsorbancia — a/ b)xfd

Donde Absorbancia: Lectura realizada
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a: intercepto de la recta de mejor ajuste de la parte lineal de la curva de
calibracion

b: pendiente de la recta de mejor ajuste de la parte lineal de la curva de calibracion
R?= 0,994

fd: factor de dilucion

1.2. Inhibicion Lipidica
Preparacion de las muestras

Se prepararon muestras de 50 g de carne molida en forma de circulos de 55 mm
de diametro. Este procedimiento se realiz6 sin condimentacion para evitar la
posible interferencia de la accién de estos en el retardo de la oxidacién, se
colocaron las muestras en bafio de Maria hasta alcanzar 70 °C en su interior, y
garantizar retardar el probable deterioro microbiologico antes de la oxidacién,
luego se recubrieron con cera dejando expuesta solo la superficie exterior de una
de las caras, para limitar la oxidacion de la muestra por otras areas que no fuera la
superficie externa y se colocaron en la parte superior de una placa petri estéril,
empleada como soporte de las muestras, se cubrieron con la pelicula de 90 mm
de diametro de forma que ajustara totalmente a la placa y se almacenaron a 6 — 7
°C (condiciones de refrigeracion que favorecen la aparicion del fendmeno a
evaluar).

En cada muestreo se tomaron 2 muestras control sin contacto con la pelicula y 2
muestras en contacto con la pelicula, para ambos casos se secciond una lasca
superficial de 2 mm de espesor (considerando que la accién de inhibicién lipidica
es fundamentalmente superficial). Las lascas superficiales se ftrituraron, se
homogenizaron y se formaron porciones de 10 g por separado para realizar la
determinacion por la cuantificacibn de las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico TBA.

La frecuencia de muestreo fue diaria hasta los 3 dias y luego se alargd hasta el
dia 10 y 20 en funcién del comportamiento mostrado por la pelicula (liberacion
lenta).

Determinacion de la inhibicion lipidica por el método de TBA

Los 10 g de muestra se homogeneizaron con 50 mL de agua destilada a la que se
la afadié previamente 100 yL de BHT (proteccion a la oxidacion propia del
procedimiento analitico) y luego 50 mL de solucion de HCL (0.4N), esta mezcla se
trasvasd a un balén de destilacion. El destilado se enras6 con agua destilada, en
un matraz aforado de 50 mL. En un tubo de ensayo de 10 mL se afiadieron 5 mL
del mismo y 5 mL de la solucion 0,20 mol/L de TBA, se introdujo en un bafio a 80
°C durante 90 min y finalmente se midi6 la absorbancia a 532 nm, en un
espectrofotdmetro?’.
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El porcentaje de inhibicidon se calculé de la siguiente forma:
% de inhibicion = 100 — (Absmp/ Absmsp ) X 100, donde:
Abs,, absorbancia medida de la muestra con pelicula
Abs,, absorbancia medida de la muestra con pelicula

Absns, absorbancia medida de la muestra sin pelicula (control)
RESULTADOS Y DISCUSION

La Fig. 1 muestra el contenido total de fenoles, posibles responsables de la
capacidad antioxidante de la pelicula conteniendo el extracto. En general se
aprecia una tendencia a la estabilidad en los valores en el tiempo.

Variacion del contenido de fenoles totales a temperatura
ambiente
° 1900 4 177304 1824.17 1795.28 1808.21
'z 4 __1800 ~——a————8
S 8 £1700
S 2 81600
% 3 1500
Q o £ 1400
o & 1300
© 1200 - ‘ ‘ ‘ ‘
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Fig. 1 Variacion del contenido de fenoles totales de una pelicula base almidon con
extractos de propédleos almacenada a temperatura ambiente por 3 meses.

Los valores del contenido de fenoles totales obtenidos para la pelicula en estudio
expresados como mg de acido galico/ g de peliculas fueron de 17.73, minimo a
18.24 mg GA/g pelicula, maximo. Para la actividad antioxidante, descrita como la
capacidad para inhibir la acumulacién de especies oxidativas, asi como radicales

libres, el valor obtenido de los analisis fue de 319,86+ 1,18 uM Fe2*/100 g.

Se conoce que el propoleo contiene una amplia variedad de compuestos fendlicos,
principalmente flavonoides. Las variaciones en el contenido de fenoles se puede
atribuir principalmente a las diferencias en la vegetacion circundante a la colmena.
No existe un procedimiento Unico para evaluar la capacidad antioxidante y las
correlaciones entre el contenido de fenoles totales y la determinacion de
capacidad antioxidante no son completamente lineales porque el método de Folin-
Ciocalteu es especifico para compuestos fendlicos, y la actividad antioxidante
también puede ser exhibida por compuestos no fendlicos. Es también posible que
se presenten interacciones antagonistas o sinergistas entre los compuestos
fendlicos y otros metabolitos que pueden afectar la actividad antioxidante.?'

Para extractos de diferentes regiones de Colombia se han informado resultados
similares, ?* con valores de fenoles totales de 22,11 a 75, 02 mg de &cido
ascorbico AAC/g de extracto etandlico de propéleos EEP, en correspondencia con
una capacidad antioxidante, medida por FRAP de 40,9 a 338,4 pmol AAE/g EEP.
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De esta manera, altos valores representan una actividad antioxidante superior;
indicando respectivamente, mayor capacidad para captar radicales libres mediante

transferencia de hidrégeno, y/o para reducir Fe3* a Fel*,
En la Tabla 1 se muestra el grado de inhibicién obtenido.

Tabla 1. Resultados de la evaluacion del % de inhibicion lipidica de la pelicula

Tiempo(dias) | 0 1 2 3 10 20

% Inhibicion | 0 1 4 9 25 13

% Inhibicion = 100-( Absmp/ Absmsp) x 100

Absmp: Absorbancia muestra con pelicula; Absmsp: Absorbancia muestra sin
pelicula

Se aprecia que ocurre la inhibicién, con una tendencia al incremento en el tiempo,
hasta el I6gico agotamiento de los activos o compuestos antioxidantes presentes.
A partir del contacto inicial la diferencia es poco notable, haciéndose mas evidente
del tercer dia al décimo y a partir de este disminuye la inhibicion. En trabajos
anteriores donde se caracterizo la estructura de la pelicula por difraccién de rayos
X, espectrofotometria infrarroja y microscopia éptica "> se determiné que el
extracto de propéleos incluido en la formulacion no reaccionaba quimicamente con
otros componentes de la matriz, solo se mantenia atrapado en la estructura, por
tanto es de esperar que la desorcidn a la carne no sea instantaneamente, sino de
modo mas lento, como es caracteristico ademas en este tipo de peliculas. De igual
modo influye la naturaleza sélida de la matriz evaluada (carne) que hace mas lenta
la difusion del principio activo. La presencia de humedad en exceso, propia de la
composicion de la carne es quien estimula la liberacidén al penetrar en la matriz de
la pelicula.

Segun los mecanismos de oxidacion de los lipidos lo que se produce, con el
empleo de los antioxidantes naturales clasificados como antioxidantes de tipo
primario es un retardo en la velocidad de propa?acién de la oxidacion por la acciéon
de estos sobre determinados radicales,?***** de modo que aun cuando las
evaluaciones muestran valores de oxidacién, hay diferencias en los valores
obtenidos para las muestras cubiertas con peliculas, por la accion del propéleos
como principio activo contenido en la pelicula y dicha accion se produce en el
tiempo.

CONCLUSIONES

Los resultados mostraron una tendencia a la inhibicion lipidica de la pelicula en
carne molida, mas perceptible entre el tercer y el décimo dia, equivalente a un
25 %.
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El contenido total de fenoles se mantuvo en los tres meses evaluados estables,
por lo que se mantiene la capacidad antioxidante de la pelicula.

La capacidad antioxidante de la pelicula con extracto de propoleos rojo
cubano, medida por FRAP fue de 319,86+ 1,18 uM /100 g expresado como
oxidacioén del i6n ferroso.
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