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RESUMEN

El Prosopis ruscifolia Griseb, conocido popularmente como “vinal”, es una le-
guminosa autoctona que crece en la zona del Parque Chaquefio Argentino. El vinal
presenta elevada tolerancia a la salinidad y al estrés hidrico, y fue declarado “plaga
nacional para la agricultura” por su capacidad colonizadora. Es por ello que se invir-
tieron importantes esfuerzos para controlar y erradicar los “vinalares” y, ante la difi-
cultad de combatir su avance, esta leguminosa se ha convertido en objeto de estudio
para promover el aprovechamiento de sus recursos. En particular, las hojas de vinal
(HV) se utilizan en la medicina tradicional argentina por sus reconocidas actividades
terapéuticas debido a la presencia de polifenoles (Pol) con elevada actividad antioxi-
dante, que se sintetizan en las hojas cuando la planta es sometida a estrés salino.
Actualmente, ha aumentado la demanda de antioxidantes naturales para su uso
como nutracéuticos y por la industria de alimentos en reemplazo de los antioxidantes
sintéticos. Sin embargo, el empleo de los Pol provenientes de HV esta limitado solo
a la medicina tradicional, no siendo aprovechado por la industria, debido a que la
extraccion de estos compuestos involucra el uso de solventes organicos, tales como
etanol y/o metanol, proceso que resulta poco conveniente para la industria de los
alimentos. Es por ello que actualmente se intenta reemplazar estos métodos extracti-
vos tradicionales por otros que resulten ser mas amigables con el medio ambiente por
utilizar solventes acuosos, y que también permitan reducir los tiempos de extraccion
y el consumo energético con altos rendimientos para la recuperacion de compuestos
de interés. Estas nuevas metodologias se conocen como “métodos de extraccion
verde”. El objetivo de este trabajo fue obtener extractos de HV (EHV), ricos en Pol
empleando métodos de extraccidon amigables con el ambiente, para ser potencial-
mente incorporados a un alimento como antioxidantes naturales.
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ABSTRACT

The Prosopis ruscifolia Griseb, popularly known as "vinal," is a native legume
that grows in the Parque Chaquefio Argentino region. It exhibits high tolerance to
salinity and water stress and has been declared a "national pest for agriculture" due
to its colonizing ability. Significant efforts have been invested in controlling and
eradicating "vinalares," and due to the difficulty in combating its spread, this legume
has become a subject of study to promote the use of its resources.

In particular, vinal leaves (VL) are used in traditional Argentine medicine due to
their recognized therapeutic activities, which are attributed to the presence of
polyphenols (Pol) with high antioxidant activity. These polyphenols are synthesized
in the leaves when the plant is subjected to saline stress. There is currently an in-
creased demand for natural antioxidants for use as nutraceuticals, and by the food
industry to replace synthetic antioxidants. However, the use of polyphenols from VL
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1s limited to traditional medicine because the extraction of these compounds involves
the use of organic solvents such as ethanol and/or methanol, a process deemed in-
convenient for the food industry.

Therefore, efforts are underway to replace these traditional extraction methods
with environmentally friendly alternatives that use aqueous solvents. These aim to
reduce extraction times and energy consumption while achieving high yields for the
recovery of compounds of interest. These new methodologies are known as "green
extraction methods."

The objective of this study was to obtain VL extracts (VLE), rich in polyphenols,
using environmentally friendly extraction methods, with the potential to be incorpo-
rated into food as natural antioxidants.

KEYWORDS

Aqueous extraction; polyphenols; green chemistry; native legume
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INTRODUCCION

El género Prosopis, perteneciente a la familia de las leguminosas Fabaceae y po-
pularmente conocido como “algarrobo”, incluye 44 especies distribuidas en regiones
aridas y semiaridas de Asia, Africa y América'. En América del Sur, la mayor biodi-
versidad de este género se ubica en Argentina, donde se encuentran 28 especies de
las cuales 13 son endémicas. Entre las especies nativas de Argentina se encuentra el
Prosopis ruscifolia Griseb, conocido popularmente como “vinal”**(Figura 1 A).

Esta especie se distingue por su alta velocidad de instalacion en nuevas tierras y
por tener un crecimiento semejante al del algarrobo blanco. El vinal, que presenta
elevada tolerancia a la salinidad y al estrés hidrico, crece en zonas de relleno o ero-
sionadas, esteros, areas abiertas por disturbios provocados por el hombre y en bos-
ques en formacion y degradados®. Los “vinalares” ocupan alrededor de 2 millones de
hectareas y se distribuyen en las provincias de Santiago del Estero, Chaco, Formosa,
parte de Salta y norte de Santa Fe*. En el afio 1941 fue declarada “plaga nacional
para la agricultura” por su capacidad colonizadora. Sin embargo, a partir del 2007 se
considerd que, con un adecuado manejo puede mantenerse la calidad de este recurso
debido al aprovechamiento que le da la poblacion de las areas en que se encuentra
presente’. Por esta razOn, esta leguminosa se ha convertido en objeto de estudio para
promover la utilizacion de sus recursos®.

La madera del vinal tiene una estabilidad dimensional excepcional, permitiendo
obtener muebles y pisos con mucha menos tendencia a deformarse y torcerse que las
maderas finas. Por otro lado, es rica en sustancias extraibles como gomas y taninos,
indicando un alto potencial para su uso industrial” 8. Los frutos, a pesar de ser ricos
en fibra, proteinas, polisacaridos, lipidos y un alto contenido de potasio, fésforo y
calcio®!, se encuentran subutilizados y solo son aprovechados por los lugarefios
como alimento y forraje. Una alternativa podria ser la transformacién de los frutos
y/o semillas en harinas, que presentan buenas propiedades nutricionales y alta diges-
tibilidad, ademas de tener actividad antioxidante debido a los polifenoles presentes''.
De esta manera, la harina de vinal tendria el potencial necesario para ser utilizada
como ingrediente en alimentos para personas que padecen celiaquia o alergia al glu-
ten'?. Sin embargo, son pocos los trabajos reportados donde se emplee esta harina
como suplementacion de ingredientes para la obtencion de productos panificados' 4.

Las semillas de vinal contienen un 97% de galactomanano o goma vinal, un hi-
drocoloide con caracteristicas fisicoquimicas y reologicas similares a los espesantes
comerciales empleados por la industria alimentaria, farmacéutica y/o cosmética (go-
mas guar y garrofin)">'¢. Sin embargo, el uso de esta goma como estabilizante y/o
espesante por parte de la industria es casi nulo.

En particular, las hojas de vinal (HV) se utilizan en la medicina tradicional ar-
gentina por sus reconocidas actividades analgésicas, antisépticas, antiinflamatorias,
antihiperglucémicas, antibacterianas, antifingicas, antitromboticas y vasodilatado-
ras'”® (Figura 1 B). Estas propiedades terapéuticas se deben a la presencia de com-
puestos polifendlicos con reconocida actividad antioxidante, que se sintetizan en las
hojas, especialmente cuando la planta es sometida a estrés salino® **.Es sabido que
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la incorporacién de fenoles a la alimentacién humana se correlaciona con una baja
tasa de mortalidad y previene ciertas enfermedades. Sin embargo, el empleo de los
polifenoles provenientes de las HV esta limitado solo a la medicina tradicional, no
siendo aprovechado por la industria. Una de las limitaciones puede ser que la extrac-
cion de estos compuestos involucra el uso de solventes organicos (etanol y/o meta-
nol), operacidn unitaria poco conveniente para la industria alimentaria. En este con-
texto, se han comenzado a reemplazar los métodos tradicionales de extraccién por
metodologias de extraccion verde, que no solamente son mas amigables con el me-
dioambiente, por no utilizar solventes orgdnicos, sino que también han logrado re-
ducir los tiempos de extraccion y el consumo energético con altos rendimientos para
la recuperacion de compuestos antioxidantes®,

El aprovechamiento de las HV y la extraccién de biomoléculas de interés con
miras a su aplicacion en la formulacion de alimentos, no solo contribuird a la obten-
cion de compuestos antioxidantes naturales que podrian reemplazar a los sintéticos
que se emplean en la actualidad, sino también que se le daria valor a un recurso na-
tural con escaso o nulo aprovechamiento industrial, fomentando el desarrollo de una
zona econdmicamente desfavorecida, como lo es la Region del Parque Chaquefio,
promoviendo el empleo de mano de obra local.

Figura 1: (A) Ejemplar de vinal de mediana edad con porte arbéreo?; (B) Hojas de vinal re-
colectadas en Roque Séaenz Pefia - Chaco

OBJETIVOS

Obtener extractos ricos en compuestos polifenolicos a partir de hojas de vinal,
empleado metodologias verdes de extraccion.

METODOS

» Tratamiento de las HV: Se trabajé con HV obtenidas de plantas crecidas en
Roque Saenz Pena, Chaco. Las mismas fueron lavadas con agua destilada (H,O4) y
secadas en estufa a 40°C durante 48 h. Se constatd que el peso fuera constante y se
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las trituré en molino coloidal hasta polvo. Este polvo de HV (PHYV) se pasé por un
tamiz de ensayo con una abertura de 297 um. El PHV fue almacenado a -4°C al
abrigo de la luz, hasta su posterior uso.

» Obtencion de extractos de HV (EHV): Con el PHV se prepararon EHV acuo-
sos por métodos de extraccion verde variando las condiciones de procesamiento: me-
dio extractivo, pH y método de extraccion utilizado (infusidén, decoccidon, extraccion
asistida por ultrasonido y agitacion overnight). Se realizaron diferentes ensayos en
etapas sucesivas con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de extraccion.

Infusiones: Se calentaron 25 mL del medio extractivo hasta hervor y se adiciona-
ron 2,5 g de PHV. Luego de mezclar, se dejo reposar durante 15 min y se filtr6 con
papel de filtro. Las INF obtenidas se almacenaron en frascos color caramelo al abrigo
de la luz y a -4°C hasta su posterior uso.

Decocciones: Para las decocciones (DEC), 2,5 g de PHV se agregaron a 25 mL del
medio extractivo. Posteriormente, la mezcla se llevo a hervor, y luego, fuera del
fuego, se dejo reposar durante 15 min. Los sistemas se filtraron con papel de filtro y
guardaron en frascos color caramelo al abrigo de la luz y a -4°C hasta su posterior
uso.

Extraccion asistida por Ultrasonido (EAU): En este caso, 2,5 g de PHV se mezclaron
con 25 mL del medio extractivo. La mezcla fue sometida a un tratamiento de EAU
durante 15 min a 25°C, empleando un bano ultrasénico termostatizado.

Agitacion overnight (AgitacionON): Los sistemas formados por 2,5 g de PHV en 25
mL de medio extractivo se agitaron durante toda la noche a temperatura ambiente
en un agitador magnético a velocidad constante. Pasado el tiempo de agitacién, los
EHYV se filtraron con papel de filtro y almacenaron a -4°C y al abrigo de la luz.

Los medios extractivos acuosos evaluados fueron: H,0Og4, etanol 70%, solucion
acético/acetato 100 mM pH 5,0 (buffer pH 5), solucidn fosfato 100 mM pH 7,0 (buffer
pH 7) y solucion Tris-HC1 100 mM pH 9,0 (buffer pH 9).

» Determinacién de la concentracion de polifenoles totales ([Pol]): Se empled
el método de Folin-Ciocalteu adaptado a microescala modificando el modo de incu-
bacion®*, Para ello se mezclaron 790 uL de H,Oq4, 10 uL. de EHV y 50 puL de reactivo
de Folin-Ciocalteu. Pasado 1 min de incubacion se adicionaron 150 uL de carbonato
de sodio al 20 % y se homogeneizo. El sistema se incubd a 37 °C durante 30 min.
Transcurrido el tiempo de incubacién se registrd la absorbancia (A) a 730 nm y la
[Pol] y se calculd a partir de una curva de calibracion en la que se utiliz6 acido galico
(AG) como patron. Los resultados se expresaron en mg de equivalentes de AG/mL.

» Analisis estadistico: El analisis de los resultados y la obtencidén de graficos,
parametros y/o variables respuestas se realizaron con el programa para PC Sigma-
Plot versiones 10 y 12. Las relaciones entre variables fueron analizadas estadistica-
mente por andlisis de correlacion (ANOVA) considerando significativas aquellas con
un p<0,05.
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RESULTADOS
V" Determinacion de la [Pol] presentes en los EHV obtenidos por INF y DEC

En la Figura 2 se muestran los resultados correspondientes a la [Pol] presente en
los EHV obtenidos por INF y DEC. Respecto a los EHV obtenidos por INF, se ob-
servo que en las obtenidas a pH 5 y 9, la [Pol] fue significativamente menor a la
obtenida por INF con el resto de los medios extractivos. No se observaron cambios
significativos (p > 0,05) en la [Pol] obtenida en H,O4 y etanol 70%, lo que indicaria
que es posible obtener EHV ricos en Pol por infusidén acuosa, evitando el uso de sol-
ventes organicos. Estos resultados coinciden con los reportados en otros trabajos
donde se ha logrado optimizar la extraccion acuosa de antocianinas (otro tipo de
compuesto flavonoide) a partir de frutos rojos®. En el caso de las DEC, solo se ob-
servaron cambios estadisticamente significativos en la [Pol] determinada en los EHV
obtenidos en buffer pH 9 como medio extractivo. Comparando ambas metodologias,
se observo que, en general, la [Pol] obtenida por INF fue superior a la obtenida por
DEC. Esto podria atribuirse al efecto negativo que podria tener la exposicion prolon-
gada del material vegetal a las altas temperaturas en la estabilidad de los Pol presentes
en los extractos®.Por otro lado, la [Pol] obtenida en los EHV por INF y DEC utili-
zando H,0O4 como medio extractivo fue similar y no se observaron cambios signifi-
cativos con respecto a la [Pol] obtenida cuando se empled etanol 70% como medio
extractivo.
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Figura 2: Determinacion de la concentracion de polifenoles ([Pol]) en los
EHV obtenidos por infusion (INF) y decoccion (DEC). Medios extractivos
ensayados: agua destilada (H2Oq), buffer pH 5, buffer pH 7, buffer pH 9 y
etanol 70 %. Diferentes letras indican diferencias significativas (p < 0,05)
entre los valores.

v' Determinacion de la [Pol] presentes en los EHV obtenidos por EAU y Agitacion ON
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En la Tabla I se muestran los resultados correspondientes a la [Pol] presente en
los EHV obtenidos por extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y agitacion over-
night (agitacion ON). En este caso los medios extractivos ensayados fueron H,Oy,
solucion fosfato 100 mM pH 7,0 (buffer pH 7) y solucién Tris-HCI 100 mM pH 9,0
(buffer pH 9).

Tabla I: Determinacion de la [Pol] en los EHV obtenidos por

EAU y Agitacion ON
Método extractivo Medio extractivo [Pol] (mg AG/mL)’

EAU H,O04 0,22 +0,01°
buffer pH 7 0,32 £ 0,02°
buffer pH 9 0,20 = 0,03%
AgitacionON H,Oq 0,42 + 0,02¢
buffer pH 7 0,33 £ 0,02°

buffer pH 9 0,333 £ 0,006°

“Datos expresados como el valor promedio de las determinacio-
nes * desvio estandar. Diferentes letras indican diferencias sig-
nificativas (p < 0,05) entre los valores.

La mayor [Pol] se obtuvo utilizando H,O4 como medio extractivo y agitacion
ON como método extractivo. El uso de un tnico ciclo de EAU origin6 en general,
los EHV con menor [Pol]. Por otro lado, se observd que la extraccion a pH 7y 9
origind EHV con una menor concentracion de [Pol]. Esta ultima observacién, podria
estar relacionada a la presencia de una elevada cantidad de iones provenientes de las
sales que se utilizaron para regular el pH de los medios extractivos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, los EHV obtenidos por agitacién
ON empleando H,0O4 como medio extractivo serian los mas ricos en polifenoles. En
general, este método extractivo resulto ser el mas eficiente para la extraccion de po-
lifenoles a partir de las HV, independientemente del medio extractivo acuoso em-
pleado.

CONCLUSIONES

En base a los resultados presentados en este articulo, fue posible obtener extrac-
tos a partir de las hojas de una fuente abundante no aprovechada, como lo es el “vi-
nal” empleando metodologias verdes. En este trabajo se obtuvieron extractos acuo-
sos ricos en polifenoles utilizando infusiones, decocciones, extraccion asistida por
ultrasonido y agitacion overnight como método extractivo, evaluando diferentes me-
dios acuosos extractivos. Los EHV obtenidos por agitacion ON empleando H,04
como medio extractivo resultaron ser los mas ricos en polifenoles. Estos extractos
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presentarian ventajas respecto a los obtenidos por métodos tradicionales de extrac-
cion, no solamente porque otorgarian una ventaja econdmica a nivel industrial, re-
duciendo los costos al aplicar menor cantidad de operaciones unitarias, sino que al
emplear métodos verdes se estaria disminuyendo el impacto ambiental que generan
estas operaciones. Ademas, al tratarse de extractos acuosos podrian ser incorporados,
previa estabilizacion de los compuestos extraidos, a algin producto alimenticio otor-
gandole valor agregado.
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