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RESUMEN

Introduccién: El interés actual por la lecitina de soya motiva a conocer su

composicidn, antes de considerar su uso en régimen terapéutico.

Objetivo: Caracterizar quimicamente el LECISAN en contenido de fenoles,
flavonoides y metales.

Materiales y métodos: Mediante un estudio analitico se identificaron por TLC los
fosfolipidos presentes en la materia prima utilizada para la fabricacién del
producto.se determind el contenido de materia seca de acuerdo con los
procedimientos referidos por la Asociacién Oficial de Métodos Quimicos Analiticos
del 2019, de fenoles totales segun reaccién de Folin-Ciocalteu y de flavonoides
mediante espectrofotometria.

Resultados: Se identificd la presencia de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina y lisofosfatidilcolina en la materia prima. El contenido de sélidos

totales resultdé de 7mg/ml y la cuantificacidén total de grasas y aceites fue 0,637
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g/ml. La concentracion de fenoles totales fue de 9.1635 pjg acido
galico/miligramos y de flavonoides 35.14 pg quercetina/miligramos.
Conclusiones: Los valores medios de las concentraciones existentes de los
lipidos, fenoles y flavonoides son considerados niveles de referencia en el
LECISAN de estos elementos en el area investigada y pueden ser considerados
direcciones interesantes para futuras investigaciones.

Palabras clave: lecitina de soya, polifenoles, flavonoies, fosfolipidos,

cromatografias de capa delgada.

INTRODUCCION

Segin la Food and Drug Administration (FDA), los productos naturales
representan mas de un tercio de todos los aprobados. ) No obstante, el
Programa de las Naciones Unidas para el Medioambiente (PNUM), estima que
s6lo el 6% de las especies vegetales existentes han sido investigadas
farmacoldégicamente de forma sistematica. @

Refieren Cala et al., ® que la lecitina de Glycine max L. Merr (soya) es conocida
y utilizada desde hace muchos siglos, principalmente en Oriente. Pertenece al
género botanico Glycine y a la familia de las Fabaecae. La Lecitina se aislé por
primera vez en 1846 por el quimico y farmacéutico francés Theodore Gobley,
quien en 1850 nombro a la fosfatidilcolina como lecitina y aisld originalmente la
lecitina de la yema de huevo. Luego (1874) establecid la féormula quimica
completa y demostr6é la presencia de lecitina en una variedad de muestras
bioldgicas.

Actualmente la realizacion de ensayos clinicos rigurosos, necesarios para el
registro de productos naturales como medicamentos, representa un gran reto.
Ademas de las cuestiones relacionadas con patentes, cabe mencionar el actual
interés de la industria farmacéutica por grandes moléculas bioldgicas como
proteinas o acidos nucleicos. Por este motivo este recurso comenzé a
desvanecerse a principios de la década de 1990 cuando las grandes compafiias
farmacéuticas reenfocaron sus esfuerzos hacia bibliotecas muy grandes de
compuestos sintéticos. (V) Si bien la complejidad intrinseca del descubrimiento de

farmacos basados en productos naturales requiere enfoques interdisciplinarios
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altamente integrados, el desarrollo tecnoldgico y las tendencias de investigacion
indican claramente que contindan entre las fuentes mas importantes de nuevos
farmacos en el futuro.

Muchos logros se han suscitado en el area de la biotecnologia vegetal hoy en dia,
como fuente recurrente para la obtencidn de nuevas moléculas con actividad
biolégica. Se han desarrollado técnicas analiticas de separacion, que facilitan la
obtencién de perfiles quimicos detallados, lo que a su vez permite la
identificacion y el aislamiento de moléculas bioactivas con mayor rapidez vy
precision. Dentro de éstas, destacan en orden creciente de complejidad las
cromatografias de capa delgada (TLC), de alta presion de liquidos (HPLC), de
gases (GC), y liquida de ultra-resolucién (UPLC); que en acoplamiento con
analisis espectrométricos de masas (MS) y resonancia magnética nuclear (NMR),
y han conducido al surgimiento de la metabolémica. ) Todo ello asociado a las
herramientas bioinformaticas ha sido decisivo para el diseifo y el desarrollo de
los estudios de productos naturales. (9

Tras el registro del producto farmacéutico LECISAN como suplemento nutricional
por el Grupo de Investigadores de Innovacién Tecnoldgica del Laboratorio
Farmacéutico Oriente, a partir del aprovechamiento de un subproducto
proveniente del proceso de refinacién del aceite de frijol de soya en la fabrica
procesadora de esa leguminosa, de la provincia Santiago de Cuba, se ha
incrementado su demanda por la poblacion debido a las propiedades que se le
atribuyen como antioxidante e hipolipemiante, a pesar de solo estar registrado
como suplemento nutricional. 3®) Nos propusimos con este trabajo caracterizar
quimicamente la materia prima empleada para la fabricacion del suplemento
nutricional como contribucién a su estudio farmacoldogico y que avale su uso

como producto natural sobre bases cientificas.

METODOS

Se empled el método analitico experimental para determinar la composicién de
Lipidos, fenoles y flavonoides de la materia prima empleada para la fabricacion
del suplemento nutricional registrado con la marca LECISAN. Se emplearon

métodos cromatograficos y espectrofotométricos para realizar la investigacion.
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Preparacion quimica de las muestras
Para disolver la materia prima empleada para la fabricacién de la tableta
masticable LECISAN, se utilizé el dimetil_sulfoxido (DMSQ), con un porcentaje
inferior a 2% para evitar interferencias en las reacciones quimicas de los ensayos
realizados. () El acido galico y la quercetina fueron proporcionados por Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU) y el reactivo Folin-Ciocalteu al 50 % por MERK.
Determinacion del contenido de materia seca en la materia prima
empleada para fabricacion de forma farmacéutica (LECISAN)
La determinacién del contenido de materia seca se realizé de acuerdo con los
procedimientos referidos por la Asociacién Oficial de Métodos Quimicos
Analiticos. ® Se depositdé 3mL del extracto en capsulas de porcelana
previamente taradas. Se concentraron a sequedad y luego se colocaron en una
estufa a 105 °C durante 3 horas, hasta llegar a un peso constante. El contenido

de materia seca se estimd mediante la expresién:

m

Pr_P;
%, materia seca = i -+ 100 [1]

Determinacion de aceites y grasas totales

Para separar aceites y grasas se empled una metodologia basada en solventes
quimicos y el posterior revelado quimico de la presencia de fosfolipidos por TLC.
Los lipidos fueron extraidos y cuantificados por el método de Bligh y Dyer. ©®). El
método con modificaciones, consistid en la homogenizacién de la materia prima
empleada con agitador magnético a alta velocidad, con wuna mezcla
metanol/cloroformo/cloruro de sodio 0.9 % en proporcidon 2:1:1, seguidamente
se agregd una parte de cloroformo y se dejé homogenizar por 30 minutos,
después se agregd una parte de cloruro de sodio 0.9 % para incrementar la
pureza de la muestra, y se dejé homogenizar por otros 30 minutos para realizar
una filtracidn y una centrifugacién a 4000 rpm para facilitar la extraccién,
después de la cual quedaron separadas las fases metandlica y cloroférmica,
contentiva de la mayoria de los lipidos en la materia prima. La separacion de las
fases se realizé con un embudo separador, colectdndose un extracto de color

ambar oscuro, traslicido y libre de particulas en suspension.
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Se realizd una evaporacion del cloroformo en un volumen de 1.5 ml, por
triplicado y se pudo determinar el valor total de aceites y grasas por gravimetria
con ayuda de la ecuacién empleada por Hadrich y colaboradores: (10

GA = =X [2]

donde Pf: peso final (g); Pi: peso inicial; V: volumen de la muestra; GA:

grasas y aceites totales.
Identificacion de lipidos por cromatografia en capa fina (TLC)

Se empled una fase estacionaria RP-18 Fasss (Cromatoplacas HPTLC-Platten
10x10cm, Merck KGaA 64271 Darmstadt, Germany) y una fase movil, constituida
por la combinacion de disolventes organicos. *!) El procedimiento se llevé a cabo
en las siguientes etapas: aplicacién de muestras y patrones a la placa recubierta
con gel de silice (fase estacionaria); introduccion de la placa en mezcla de
disolventes (fase movil), se esperd ascenso; se detuvo al sacar la placa que se
seco por calor a 70 °C durante 1 hora, lo que evaporé el disolvente y se procedio
al revelado de los cromatogramas con tres diferentes reactivos (yodo, ninhidrina
(hidrato de tricetohidrindeno) y bismuto) para posterior calculo de factores de

retardo (Rf) y comparacién con patrones. (1213

Cuantificacion de Fenoles totales
La determinacion del contenido de fenoles totales se llevd a cabo segun Slinkard
y Singlenton (%) con el empleo del reactivo de Folin-Ciocalteu al 50 % (Capacidad
de reduccion de Folin-Ciocalteau). Se determindé la absorbancia a 765 nm en
espectrofotdmetro (T60 UV-Visible Spectrophotometer) y se comparé con una
curva de calibracion de acido galico (y=0,0152x; R?=0,9789). Los resultados se
expresaron como mg en equivalentes de acido galico por 100 g del extracto
(base seca).
Cuantificacion de flavonoides totales

La estimacidon del contenido de flavonoides se realizé por el método descrito por
Zhishen et al. > Se tomaron 250 pL del extracto, se mezclé con 1,25 mL de
agua destilada y 75 pL de una solucidon al 5 % de NaNO2 (Riedel-de Haén).

Luego de cinco minutos se afiadid a la mezcla 150 pL de una solucién acuosa de
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AIClI; (Reachim) al 10 %. Después de transcurridos seis min, se anadieron 500 pL
de NaOH (Riedelde Haén) 1 My 275 uL de agua destilada. La solucién se mezcld
bien y se leyd a 510 nm en un espectrofotdmetro (T60 UV-Visible
Spectrophotometer). Se utilizd catequina para la curva de calibracién
(y=0,0149x; R2?=0,9911). Los resultados se informaron como mg en
equivalentes de quercetina por 100 g del extracto (base seca).

Analisis estadistico de los resultados

Para el analisis estadistico se utilizd el procesador estadistico Minitab® (64-
bit)y© 2019, version 19.2 de Minitab. Asi, fueron establecidos para
determinacion, la desviacién estandar y la media, con una probabilidad del 95 %
utilizando Prueba U de Mann-Whitney como prueba no paramétrica aplicada a

muestras independientes.

RESULTADOS Y DISCUSION

La intensidad de las manchas obtenidas por TLC (Figura. 1) varié en dependencia
de la concentracion de fosfolipidos presentes en la muestra. Los valores de factor
de retardo (Rf) de referencia para fosfolipidos fueron tomados de Avanti Polar
Lipids, Inc. 2011, segin Tamargo-Santos et al, 3 empleando el sistema de
disolventes descritos en este trabajo. En revelado con yodo, que identifica lipidos
gue en su estructura contengan dobles enlaces, los valores de Rf patron de FE
(0,75) y los Rf de la mancha superior (0,76), fueron similares; el Rf de la
mancha inferior (0,66) es equivalente al Rf del patrén de PC (0,67) descritos en
este estudio. Se realiz6 ademas la identificacién de otros componentes lipidicos
en la fraccion de metanol, obteniéndose la posible presencia de triglicéridos, lo
cual se comprobd al comparar los Rf calculados (0,92) con los reportados en la
referencia (0,9). El reactivo de ninhidrina reacciona con grupos amino libres de

manera muy sensible.

En el cromatograma se puede observar la aparicion de 2 manchas color violeta y
cada uno de los valores de Rf obtenidos en cada mancha se asemejan con los
valores de Rf para PE (0,74) para la mancha superior y PS (0,09) para la mancha

inferior, fosfolipidos encontrados en la literatura tomada como referencia con Rf
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de 0,75 y 0,12 respectivamente. 3 En la placa revelada con bismuto sélo se
observaron las manchas correspondientes a fosfolipidos que en su estructura
contienen colina. Se observo en el cromatograma la aparicion de dos manchas de
color amarillo de las cuales los valores de Rf se asemejan con los valores de los
fosfolipidos fosfatidilcolina (PC) vy lisofosfatidilcolina (LPC). (213

La tabla. 1 muestra los valores de Rf obtenidos y patrones empleados para cada
uno de los revelados cromatograficos, que permitieron identificar la presencia de

fosfolipidos en la muestra estudiada.

La cuantificacion de aceites y grasas totales en la fase cloroférmica, mostré
resultados aproximados de 0,637g/ml (tabla. 2), lo que supera el 60 % de

conformidad referida en la literatura. (1)

La tabla 2 muestra los valores de absorbancia determinados por
espectrofotometria para cuantificacion de fenoles y flavonoides totales. El
contenido de solidos totales (s.t.) resultdé de 7mg/ml. La determinacién de
flavonoides demostré que posee 35,14 pg quercetina/miligramos (s.t.) de estos
compuestos bioactivos. La concentracion de fenoles totales resultdé en 9,1635 ug
acido galico/miligramos (s.t.) segun reaccién de Folin-Ciocalteu.

Los resultados de la identificacion cromatografica, coinciden con lo reportado en
la literatura®'®), confirmando la presencia de fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS) y lisofosfatidilcolina o lisolecitina
(LPC) en la lecitina de soya empleada como materia prima para la fabricacion del
LECISAN. Predominan en esta los fosfolipidos cargados positivamente (colina y
etanolamina). Resultaria conveniente para investigaciones posteriores realizar el
estudio de lipidos no polares y neutros tomando en consideracién la
cuantificacion de aceites y grasas totales en la materia prima.

Colina y col. 7, plantean que los elevados valores de indices de acidez,
peroxidos, yodo y saponificacion, son indicativos de la susceptibilidad a oxidacion
de los lipidos presentes en el frijol de soya integral, lo que puede atribuirse al
almacenamiento prolongado y expone los lipidos a un deterioro quimico,
resultando en la oxidacién, conocida como rancidez, siendo una de las principales

causas de la pérdida de calidad de ingredientes con alto contenido de grasa.
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El ensayo Folin-Ciocalteu se ha aplicado ampliamente en la determinacién del
contenido total de fenol/polifenol de alimentos de origen vegetal y muestras
biolédgicas. Aunque los datos resultantes de los alimentos, suplementos o
extractos de plantas no se pueden extrapolar a los efectos in vivo en humanos,
existen estudios clinicos y de cohortes, que los correlacionan inversamente con
los parametros de riesgo cardiovascular, el envejecimiento y la oxidacién del
ADN. (18

Se han informado mas de 8000 compuestos fendlicos como sustancias naturales
de las plantas, y casi la mitad son flavonoides que han sido reportados por sus
efectos antioxidantes, anticancerigenos, antibacterianos, agentes
cardioprotectores, antiinflamatorios y promotores del sistema inmunoldgico. 1
Investigadores reconocen como componentes alimentarios menores a los
compuestos fendlicos en las plantas oleaginosas. La soya contiene ocho acidos
fendlicos, a saber, acido p-hidroxibenzoico, acido clorogénico, acido cinamico,
acido ferulico, acido gentisico, acido salicilico, acido siringico y acido vanilico. El
acido clorogénico se hidroliza para formar &cido caféico, que causa
oscurecimiento, y conduce a la pérdida de nutrientes. (8! Otro aspecto a
considerar es la variacién en su contenido atribuido en gran medida a varios
factores, incluidos el cultivo, el momento de la cosecha y los tipos de suelo, no
obstante, pueden ser considerados direcciones interesantes para futuras
investigaciones.

Las principales isoflavonas de soja son la daidzeina (DZ) y la genisteina (GTN).
Estudios sugieren que pueden ejercer sus efectos como antagonistas de los
estréogenos en un ambiente con niveles altos de estrégenos, o como agonistas en
un ambiente con niveles bajos de estrogenos. Pero los mecanismos que podrian
estar involucrados en este modo de accién dual, necesitan ser considerados y
definir su relevancia para los tejidos humanos. ?© También se ha demostrado
qgue la genisteina, inhibe la activacién de la via de sefializacién del factor nuclear
kappa B (NF-kB) relacionado con el equilibrio de la supervivencia celular y la
apoptosis. 1/ 22)

Wang y su equipo ?¥, encontraron que podia modular el estrés oxidativo
mitocondrial a través del mecanismo de la via oxidativa en fibroblastos dérmicos

humanos. Se plantea que pueden influenciar la osteogénesis y la
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osteoclastogénesis, por activacion de la ruta de sefalizacidn de proteinas
morfogenéticas del hueso (factores de crecimiento transformantes B (TGF-B).
®)7Tomando esta premisa en consideracion, la lecitina de soya pudiera tener
efectos sobre el crecimiento y desarrollo relacionados con la presencia de
fitoestrégenos.

Segun la literatura consultada, la lecitina de la soya contiene fosfatidilcolina en
un 21 %, fosfatidiletanolamina en un 22 % fosfatidilinositol en un 19 %, junto
con otros componentes. 3% En este producto se hidrolizan parcialmente los
fosfolipidos. El contenido informado de lisofosfatidilcolina es de 3,85 a 4,56 %,
lisofosfatidilinositol de 0,88 a 1,36 %, lisofosfatidiletanolamina de 1,67 a 2,31 %
y acido lisofosfatidico de 1,19 a 1,34 %. El contenido de colina que tedricamente
se puede liberar de la fosfatidilcolina que contiene dos grupos linoleato es del
13,2 % vy de la lisofosfatidilcolina que contiene un grupo linoleato es del 20,2 %.
(16)

Para Mijiti et al., ?¥ la daidzeina puede tener potencial como antiinflamatorio a
través de la inhibicion de la produccién de IL-6. Las isoflavonas son compuestos
difendlicos, conocidos como fitoestréogenos (FE). Existen 230 tipos de isoflavonas,
3 de ellas (daidzeina, genisteina y gliciteina) tienen como principal fuente
dietética la soja. Wu y Liu, ?® le confieren varios efectos bioldgicos, como
antiinflamatorio, antioxidante, anticancerigeno, protector contra la osteoporosis y
se ha considerado como un inhibidor de la tirosina quinasa a través de vias de
sefalizacion NF-kB. Se presentan argumentos a favor de considerar a las
isoflavonas de soya como moduladores selectivos de los receptores de estrégeno
(SERM) naturales en base a datos recientes de su unién conformacional a estos
por similitudes estructurales y funcionales con los estrégenos humanos. Ademas
se plantea que la potencia de los fitoestrégenos determinada mediante ensayos
in vitro se compara con la potencia de los estrégenos enddgenos in vivo. (2024
Los polifenoles son una gran familia de fitoquimicos con gran diversidad quimica,
conocidos por ser compuestos bioactivos de alimentos, especies, plantas
medicinales y nutracéuticos. Se ha informado de la accién in vitro de muchos
polifenoles representativos. Sin embargo, sus efectos beneficiosos y su papel en
la modulacion del riesgo de enfermedades de alta prevalencia son dificiles de

demostrar debido a la amplia variabilidad en estructuras y acciones bioactivas;
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su metabolismo por el cuerpo humano y el metabolismo de la microbiota
intestinal. (!® Se ha demostrado que la presencia de una amplia gama de
compuestos fendlicos en plantas oleaginosas contribuye a sus propiedades
terapéuticas, aunque estos compuestos se conocen comunmente como las
moléculas fitoquimicas mas grandes con propiedades antioxidantes de las
plantas. (19

CONCLUSIONES

Los valores medios de las concentraciones existentes de los lipidos, fenoles y
flavonoides son considerados niveles de referencia en el LECISAN de estos
elementos en el area investigada y pueden ser considerados direcciones

interesantes para futuras investigaciones.
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ANEXOS
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Figura 1. Identificacion de compuestos lipidicos de lecitina de soya por
cromatografia en capa fina (TLC).

Leyenda: A: cromatoplaca obtenida de fase cloroféormica, revelado con yodo; B:

cromatoplaca obtenida de fase metandlica, revelado con yodo; C: cromatoplaca
obtenida de fase metandlica, revelado con ninhidrina (identificacion de amino-
fosfolipidos); D: cromatoplaca obtenida de fase metandlica, revelado con
bismuto (identificacion de fosfolipidos con colina).TG-triglicéridos; PC-
fosfatidilcolina; PE-fosfatidiletanolamina; PS-fosfatidilserina; LPC-
lisofosfatidilcolina

Tabla 1. Valores de Rf obtenidos y patrones empleados en revelados
cromatograficos para identificar fosfolipidos en la lecitina de soya

Reactivo
Lipidos Yodo Ninhidrina Bismuto
Revelados Rf obtenido s;trén ::)teni do | Rf patrén ::)teni do Rf patrén
e | 0 ol - _ _
PC 0,66* 607’ - - 0’*60 08’6
LpC ] ] ] ] 0,12 Oél
PE 0,76* o 0,74 0,7 ]
PS ) 3 0,*09 02,1 ) )

*Extraccion en fase metandlica ** Extraccion en fase cloroformica.
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Leyenda: TG-triglicéridos; PC-fosfatidilcolina; LPC-lisofosfatidilcolina

(lisolecitina); PE-fosfatidiletanolamina; PS-fosfatidilserina.

Tabla 2. Caracterizacion quimica de la lecitina de soya

Determinacion de aceites y grasas totales
X+S Contenido total
(unidades)
0,637+0,68 0,64 g/mL
Determinacion de soélidos totales
Peso XtS Contenido total
(unidades)
7,03+0,05 7 mg/ml.
Determinacion de contenido de flavonoides (1) y fenoles
(2)
A X+S Contenido total
(nm) (unidades)
A 510 (1) 0,0366+0,009 35,14 ug
quercetina/mg
A 765 (2) 0,0195+0,006 9,1635
Mg acido
galico/mg

Leyenda: Densidad Optica de transmitancia o absorbancia (A); X- media; S-

desviacidon estandar.

Los autores certifican la autenticidad de la autoria declarada, asi como la

originalidad del texto.



